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Bd, 294 (1953) 


In-vitro-Versuche zum Einbau von /4C-Mescalin 
und 14C-8-Phenyl-athylamin in Proteine 


I. Mitteilung * 
Der enzymatische Vorgang 
Von 
Wolfram Block 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Hirnforschung, Abt. fiir klinische Psychiatrie 
und Konstitutionsforschung, Marburg (Lahn), Leiter: Dr. B. Patzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juli 1953) 


Die folgende Arbeitsreihe verfolgt den Zweck, den Einbau von 
Aminen in Proteine, den wir bei der Maus in vivo mit Mescalin nach- 
weisen konnten!, auch in vitro ablaufen zu lassen, um Einblicke in den 
Reaktionsmechanismus zu erlangen. Dies erscheint insofern von Wich- 
tigkeit, als sich hieraus neue Einblicke in die Proteinchemie ergeben 
kénnen in Verbindung mit der Aufhellung des Wirkungsmechanismus 
verschiedener Amine im organischen Geschehen. 

Wir priiften zunichst, ob Schnitte verschiedener Organe der Maus 
in der Lage wiren, Mescalin einzubauen. Es lieBen sich ohne Ausnahme 
radioaktive Proteine gewinnen, wenn auch in unterschiedlicher Starke, 
da hier gegeniiber dem Versuch in vivo eine Vielzahl von Faktoren, wie 
Blut-Gewebeschranke usw., fortfallen. 

Versuche mit Schnitten aus frischen Mauseorganen. 200 mg Organ in 1/,, mm dicken 
Schnitten pro Versuch in 0,8 ccm Ringerlésung einschlieBlich Phosphatpuffer. 


Temperatur = 37° C. Dauer: 6 Stdn. Zugabe: 0,1 mg 14C-Mescalinsulfat = 0,16 uC 
pro Versuch. Gasphase: Sauerstoff. 








emessene Impulse/Minute 
Organ Sir 10 mg Tockelcieas 
Weper.. 2s 8 
LL ee 6 
WTR Ses oe ears 10 
ere ks Gs 13 
HENEO! eos 4,5 
Gehim:. . . 4% a 
Schilddriise . . . 2,6 
Meden-. 2 . s. 4 
Muskel..... 6 





Der py-Wert spielte in dem angewandten Bereich von 5,1—7,8 kaum 
eine Rolle, da intakte Zellen, wie sie hier vorliegen, eine Zeitlang in iso- 
lierten Organschnitten ihre eigenen pyg-Werte aufrecht zu erhalten ver- 
mogen. 

* Siehe kurze Mitteilung: Angew. Chem. 65, 241 [1953]. 

1 W. Block, K. Block u. B. Patzig, diese Z. 291, 119 [1952]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 294 A 
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Da sich die Miauseleber fiir gréBere Versuchsreihen als zu klein 
erwies, wurde in der Folge Rattenleber verwendet, nachdem festgestellt 
war, daB sie in den in-vitro-Versuchen keine bemerkenswerten Unter- 
schiede gegentiber der Mauseleber zeigt. 


Homogenatversuche 


Rattenleberhomogenat 1:1 mit Ringerlésung (siehe Versuchsteil) 
wurde ausschlieBlich, wenn nicht besonders vermerkt, fiir die folgenden 
Versuche verwendet. Zum Vergleich wurden fast alle Versuche auch mit 
f-Phenyl-athylamin (PHA) durchgefiihrt. 

Die Zeitabhaingigkeit des Einbaues kommt in den Abb. 1 und 2 zum 
Ausdruck. Sie wurde bei pg 5,7 und py 7,3 getestet. Die zugegebene 
Mescalinmenge wird auch wihrend der linger dauernden Versuche nur 
zu einem geringen Teil verbraucht, so daB zu jeder Zeit geniigende 
Mengen an Substrat vorhanden sind. 
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Abb. 1 und 2. 
Abb. 1 (links): py 5,7; Abb. 2 (rechts): py 7,3. 
Abhangigkeit des Mescalineinbaues von der Zeit in Rattenleberhomogenat bei 
37° C. Gasphase: Sauerstoff. 
Abszissen: Zeit inh.Ordinaten: gemessene Impulse/min an 10 mg TrockeneiweiB. 
a, b,c, d = Werte, die gemessen wurden, wenn Mescalin erst 3 Stdn. vor 
Versuchsende zugegeben wurde. « = der gleiche Versuch mit Mauseleberhomogenat. 
Zusammensetzung des Versuches: 0,5 com Homogenat 1:1, 0,2 com Phos- 
phatpuffer, 0,04 cem n/10-HC] (Abb. 1) oder 0,04 ccm 2,6-proz. Natriumbicarbonat- 
lésung (Abb. 2), 0,02 com Mescalinsulfatlésung = 0,025 mg = 0,04 uC, 0,24 ccm 
Ringerlésung ohne Bicarbonat. Gesamt: 1 ccm. 


Es fallt auf, daB bei pg 7,3 im Gegensatz zu py 5,7 eine mehr- 
stiindige Induktionsperiode vorzuliegen scheint. Gibt man jedoch das 
Mescalin zu verschiedenen Zeiten, aber immer 3 Stdn. vor Versuchsende 
hinzu, (Abb. 1 und 2, a, b, c, d), wobei die vorhergehende Zeit unter 
gleichen Bedingungen (37°C, O,, usw.) geschiittelt wurde, so wird in 











953) 


lein 
tellt 
ter- 


eil) 
den 
mit 


um 
ene 
nur 
nde 





Bd. 294 (1953) In-vitro-Versuche zum Einbau von 'C-Mescalin 3 


diesen 3 Stdn. so viel eingebaut, wie die im Laufe der Zeit nachlassende 
Fermentaktivitat es erlaubt. Die erhaltenen kleinen Kurven a, b, c und d 
erscheinen so als Tangenten der Gesamtkurve zu gleichen Zeitpunkten. 
Dies ist keine besondere Erscheinung. 

Betrachtet man jedoch die Kurve b bei pg 7,3 so erkennt man, dab 
innerhalb der 6.—9. Stunde sogar noch etwas mehr eingebaut wird als 
von der 1.—9. Stunde. Dieser Versuch wurde mit gleichem Ergebnis 
ofter wiederholt. 

Man konnte hieraus schlieBen, daB zunichst in der Induktions- 
periode bestimmte Vorgiinge ablaufen miissen, zu denen aber das Sub- 
strat Mescalin nicht bendtigt wird, um danach einen starken Einbau zu 
ermoglichen. DaB diese Vorginge mit der Anwesenheit von Sauerstoff 
zusammenhingen, soll weiter unten gezeigt werden. Nach 15 Stdn. ist die 
Fermentaktivitat fast auf Null abgesunken. 

Nimmt man PHA statt Mescalin als Substrat, so erhalt man kaum 
tiber dem Blindwert liegende Impulszahlen, die nicht verwertbar sind. 
Erst bei Zugabe der vierfachen Radioaktivitaét gegeniiber Mescalin 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. pq-Aktivitatskurve des Mescalineinbaues in Leberprotein von Rattenleber- 

homogenat bei 37°C. Dauer: 2h. Zusatz: 0,1 mg Mescalinsulfat = 0,16 uC. 

Pufferzusammensetzung: siehe Versuchsteil, sonst wie bei Abb. 1 und 2. Aus- 

gezogene Kurve: Gasphase: Sauerstoff., Punktierte Kurve: Gasphase: Stickstoff. 

Abb. 4. pp-Aktivitatskurve des $-Phenyl-aithylamin-Einbaues in Rattenleberhomo- 

genatproteine bei 37°C. Dauer: 4 h. Zusatz: 0,044 mg £-Phenyl-athylamin = 0,16 uC. 
Sonst wie bei Abb. 3. 


(0,044 mg PHA = 0,16 uC) gelang es uns, in Verbindung mit einem dabei 
auftretenden Selbstaktivierungseffekt, der durch die vermehrte Amin- 
menge bedingt wird, auch fiir das PHA eine py-Aktivitaitskurve auf- 
zunehmen. Um unter gleichen Bedingungen zu arbeiten, wurde daraufhin 
auch die Mescalin-py-Aktivitétskurve mit der vierfachen Menge an 
Radioaktivitaét aufgenommen. Beim Mescalin liegt der Gipfel bei py 5,7 
und beim PHA bei 5,9 (Abb. 3 und 4). 

Trotz dieser Ergebnisse hielten wir neben den gemessenen Gipfel- 
werten auch an dem pg 7,3 fest. Wie sich herausstellen sollte, ergaben 
gerade Versuche bei py 7,3 die meisten Aufschliisse. 

Fihrt man den Einbau unter Stickstoff als Gasphase durch, so 


lauft er nicht ab. Die Ausnahmen beim PHA bei pg 7,3—38,6 stellten 
1* 
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sich spater, als geniigend starke Aktivatoren gefunden waren, als nur 
scheinbare heraus. Sie waren auf die nicht ganz iibersichtlichen Ver- 
haltnisse des unter diesen Bedingungen noch kaum zum Einbau fahigen 
PHA zuriickzufiihren. Wir fanden immer wieder, daB unter Stickstoff 
kein Einbau méglich ist, auch wenn starkste Aktivatoren zur Anwendung 
kamen. 

Folgende Versuchsanordnung sollte uns eine Erklarungsméglichkeit 
fir den bendtigten Sauerstoff geben: 

Zunachst wurde, wie bei den Zeitabhingigkeitsversuchen (Abb. 1 
und 2), 6 Stdn. unter Sauerstoff ohne Mescalin geschiittelt, dann er- 
folgte Mescalinzugabe, und der Versuch lief von nun ab 3 Stdn. unter 
Stickstoff weiter. Wie aus Abb. 5 zu ersehen ist, bekamen wir in diesem 
Fall auch unter Stickstoff einen Einbau. 





JImp./min 
10 20 
Normalansatz, 9h (O,) 
6h (O,), dann Mescalin; O, 
; 6h (O,), dann Mescalin; N, 
Normalansatz, 9h (N,) 
6h (N,), dann Mescalin; N, 
6h (N,), dann Mescalin; O, | 





Abb. 5. Abhangigkeit des Einbaues von Mescalin in Protein von Rattenleber- 

homogenat von der Gasphase. Aktivierungseffekt durch substratloses Vorschiitteln 

des Homogenats unter Sauerstoff. Temp. 37°C. Dauer: wie im Text angegeben. 
Zusammensetzung: wie bei Abb. 2 beschrieben. 


Der letzte Versuch, bei dem zunichst 6 Stdn. ohne Mescalin unter 
Stickstoff geschiittelt wurde und anschlieBend nach Mescalinzugabe 
unter Sauerstoff, ergab einen Einbau, der die Tangente an die Zeit- 
abhangigkeitskurve darstellte (Abb. 2). Da die Induktionsperiode, die 
Sauerstoff bendtigt, nicht abgelaufen war, ist der Einbau auch nicht 
wie bei Abb. 2 b beschleunigt. Der Sauerstoff wird demnach nicht direkt 
benotigt, sondern wahrscheinlich ist der Einbau ein komplexes Ge- 
schehen, mit dem ein Oxydationsvorgang, vielleicht aus energetischen 
Griinden, gekoppelt ist, der sich aber zeitlich von ihm trennen und 
vorverlegen 1aBt (Abb. 5). 


Erhitzungseffekt 


Bringt man vor Versuchsbeginn das Homogenat noch ohne Zusatz 
von Mescalin 10 Min. lang auf verschiedene Temperaturen, so erhalt 
man Aktivierungen des Einbaues, die beim Mescalin etwa eine Zehner- 
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potenz und beim PHA noch weit mehr ausmachen. Der gréBte Effekt 
wurde nicht bei px 5,7 sondern bei py 7,3 erzielt (Abb. 6). 

Auf Grund dieses Effektes gelang es uns nun, eine Zeitabhangigkeits- 
kurve fiir das PHA aufzunehmen, die starke Aktivitaiten gegeniiber 
vorher nicht meBbaren Werten zeigt. Sie sei der unter gleichen Be- 
dingungen gemessenen Kurve fiir Mescalin gegenibergestellt (Abb. 7 
und 8). 

g 50 





= Abb. 6. Der Erhitzungseffekt beim Ein- 

Py bau von !4C-Mescalin in Protein von Rat- 

& -T tenleberhomogenat. Zusammensetzung: 

wie bei Abb. 1 und 2. Dauer: 4h. Temp. 

37°C. Gasphase: Sauerstoff. Ordinate: 

an 10mg Trockeneiwei8 gemessene Im- 

pulse/min. Abszisse: 0 = ohne vorherige 

20 - Erhitzung, 1 = vor Versuchsbeginn ohne 

| Mescalin 10min auf 50°C ehitzt, 2 
2 
5 











° = auf 55°C erhitzt, 3 = auf 60° C erhitzt, 
4 = auf 100° C erhitzt. 0 =in Puffer 
| py 7,4 erhitzt, wahrend des Versuches 
i a! aber Puffer py 5,7. @ = Versuch unter 
3 0123 & Stickstoff. 
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Abb. 7. Abb. 8. 
Abb. 7. Zeitabhangigkeit des Einvaues von 14C-PHA in Proteine von Rattenleber- 
homogenat nach Erhitzen auf 55°C. a = pq 7,3, b = py 5,9. Die Kurve b wurde 
mit der doppelten Menge PHA wie die Kurve a erhalten. 


Abb. 8. Wie Abb. 7, aber 0,025 mg 14C-Mescalinsulfat/Versuch. py 7,3. 


Ks sei hierbei bemerkt, daB die durch das kurzzeitige Erhitzen nur 
wenig geschidigte Aminoxydase, wie wir priiften, im Gegensatz zum 
Mescalin innerhalb von 1 Stde. den gré8ten Teil des PHA abgebaut hat, 
so daB der scharfe Knick in der PHA-Zeitabhangigkeitskurve (Abb. 7) 
auf das nun fehlende Substrat zuriickgefiihrt werden kann und nicht 
auf eine Schadigung des Fermentes (vgl. die entspr. Mescalinkurve, 
Abb. 8). 
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Ehe wir weitere Versuche anstellten, sollte mit den gewonnenen 
neuen Méglichkeiten eines verstirkten Einbaues gepriift werden, ob die 
gemessenen Aktivitaéten ebenso wie in vivo auf eingebautes ,Mescalin 
und jetzt auch auf eingebautes PHA und nicht nur auf Ab- oder Umbau- 
produkte zuriickgefiihrt werden kénnten. Es gelang uns erstmalig auf 
Grund der starken Aktivitaten, Radioautographien von Papierchromato- 
grammen und Papierelektrophoresen herzustellen, die den Einbau als 
Mescalin und PHA nach der EiweiBhydrolyse sichtbar machten (Abb. 9 *). 
Aus dem Radioautogramm der Abb. 9 ist abzulesen, daB die Haupt - 
menge der Aktivitaét beim Mescalineinbau von diesem selbst herriihrt, 
wie es auch durch Pikratdarstellung noch einmal gepriift wurde. Die 
etwas unterschiedliche Héhe der beiden Mescalinflecken bei B und C 
ist auf Salzeffekte und unterschiedlichen Auftragspunkt zuriickzu- 
fiihren. Ahnlich wie in vivo werden auch eine Anzahl anderer Stoffe 
gebildet, die radioaktiv sind. Die PHA-Versuche D, E und F zeigen, 
daB hier ein gréBerer Teil der Strahlung auf Umbauprodukte zuriick- 
zufiihren ist als beim Mescalinversuch. Der Fleck bei c 1aBt jedoch auf 
einen echten Einbau von 4C-PHA schlieBen. 


Tyramin-Aktivierung 

Setzt man Zu einem Ansatz von 0,025 mg Mescalin/eem (Normal- 
ansatz) 0,0073 m Tyramin zu, so ergeben sich bei pg 7,3 statt der er- 
warteten 4 Impulse/Min. 60 Impulse/Min. (kein EinfluB bei pg 5,7). 
Diese unerwartete Aktivierung 1aBt sich in derselben GréBenordnung fiir 
PHA-Versuche reproduzieren. Wir erhalten so durch 1 mg Tyramin/ecm 
die gleiche Erhéhung der Impulszahl wie durch den vorher beschriebenen 
Erhitzungseffekt. 

Andere Amine haben kaum einen Einfluf auf den Einbauvorgang. 
Beim Mescalinversuch wurden getestet: Ephedrin, Hordenin, Pervitin, 
Berberin, Urethan und Hydroxylamin, jeweils 1 mg/ccm (etwa 0,005-m.). 

Bei py 5,7 wurde eine mehr oder weniger ausgepragte Hemmung 
beobachtet, bei pg 7,3 war kein EinfluB ersichtlich. Bei der wechsel- 
seitigen Priifung von Mescalin und PHA ergab sich, da PHA wohl den 
Einbau von Mescalin bei py 7,3 etwas steigert, aber bei py 5,7 hemmt. 
Mescalin tibt in denselben Konzentrationen fast keinen EinfluB auf den 
Einbau von “C-PHA aus. 


Abhangigkeit des Einbaues von der Substratkonzentration 
Zur weiteren Charakterisierung der fermentativen Vorginge 
wurden Kurven aufgenommen, die die Reaktionsgeschwindigkeit in 
Abhiangigkeit von der Substratkonzentration zeigen. 
Eine enzymatische Reaktion lat sich durch Gl. 1 ausdriicken?, 
in der v die gemessene, Vax die maximale Reaktionsgeschwindigkeit, 





oe Fe Michaelis u. M. L. Menten, Biochem. Z. 49, 333 [1913]; G. E. Briggs 
u. J. B.S. Haldane, Biochem. J. 19, 338 [1925]. 
* Abb 9, s. Tafel S. 12a. 
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[S] die Konzentration des Substrates und K,, die Dissoziationskonstante 
der Enzym-Substratverbindung darstellt: 
= Vmax [S] 
°= TS] + Km° (1) 
Der reziproke Wert von K,, ist also ein Ma fiir die Affinitat eines 
Enzyms zum Substrat. Wie bekannt, laBt sich ihr Wert experimentell 
durch die Messung der halben Reaktionsgeschwindigkeit feststellen, da 
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Abb. 10. Abszissen: mg Substrat/ecm. Ordinaten: Impulse/min gemessen an 10 mg 
Trockeneiwei8. Versuchsdauer: 4h. Temperatur: 37°C, Gasphase: Sauerstoff. 


a) Mescalin pq 7,3, b) B-Phenyl-dthylamin py 5,9. Hohere Substratkonzen- 
trationen als 0,1 mg/ccm wurden durch Zusatz inaktiver Substanz erhalten. Fiir den 
Mescalinversuch wurde somit 0,1 mg !4C-Mescalin = 0,16 wC und fiir den £-Phenyl- 
athylamin-Versuch 0,011 mg 14C-f-Phenyl-aithylamin ~ 0,04 uC verwandt.' Die 

Berechnung der Impulse erfolgte aus dem Verhiltnis aktiv/inaktiv. 


durch einfache Umformung von | folgt, daB bei Einsetzen von Vinax = 1 
Ky = [S] ist, wenn die Reaktionsgeschwindigkeit v = 1% ist. 

Aus dem Kurvenverlauf von Abb. 10 ist zu erkennen, daf die 
experimentelle Ermittlung der halben Reaktionsgeschwindigkeit auf 
Schwierigkeiten st68t, da die Kurvenziige nach Erreichen eines Maxi- 
mums wieder abfallen. Der erforderliche Maximalwert V,,,x ist in diesem 
Falle nicht identisch mit dem gemessenen Maximalwert. Der Reaktions- 
geschwindigkeit v entspricht die gemessene Impulszahl. Wie der Kurven- 
verlauf zeigt, ist diese nicht nur von der Dissoziationskonstante der 
aktiven Enzym-Substratverbindung (K,,) abhingig, sondern auch von 
einer weiteren Dissoziationskonstante (Kj), einer inaktiven Enzym- 
Substratverbindung, die bei héheren Konzentrationen entscheidenden 
EinfluB auf den Verlauf der Kurve gewinnt. Die in Form von Gl. (2) 
erginzte Gl. (1) gibt den gesamten Kurvenverlauf richtig wieder: 













V max [S] 


7 a * 
[8] + Km +4 x, 


k6nnen. 
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(2) 


1934 haben Lineweaver und Burk® eine graphische Methode 
angegeben, nach der sich K,,, AK, und » berechnen lassen. Sie erreichen 
dies dadurch, daB alle Kurven in Geraden iibergefiihrt werden, aus deren 
Neigungswinkeln durch Extrapolation die Konstanten errechnet: werden 











20 40 


Nach Anwendung dieser Methode erhilt man in unserem 
nach Einsetzen der gefundenen GréBen in Gl. 2: 


1. die gemessene Kurve, 
) 
Enzym-Substratkomplex angibt, und 


Enzym-Substratverbindung ersichtlich wird. 


Die Werte der berechneten Konstanten betragen: 





10 20 
—> mg/ccm 


Abb. 11. a) Mescalin py 7,3, b) B-Phenyl-athylamin py 5,9. KurvenT: aus GI. 2 
berechnet (Ubereinstimmung mit den gemessenen Kurven der Abb. 10). _Kurven II: 
aktiveEnzym-Substratverbindung. KurvenIII: inaktiveEnzym-Substratverbindung. 


Falle 


2. eine Kurve, die die Reaktionsgeschwindigkeit ohne inaktiven 


3. 1aBt sich eine Kurve angeben, aus der die Bildung der inaktiven 





















3H. Line weaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 


Mescalin B-Phenyl-athylamin 
Km Ki n Km Kj n 
pH 7,3 0,009 0,27 2 | Pu 5,9 0,004  0,0045 3 
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Die Abnahme der Substratkonzentration im Verlaufe eines Ver- 
suches wurde nicht beriicksichtigt, da der Verbrauch durch den Einbau 
gering ist und beim Mescalin der Abbau zur Trimethoxy-phenylessig- 
siure ebenfalls nur langsam vor sich geht. Beim /-Phenyl-athylamin 
sollte der Abbau zur Phenylessigsiure nicht zu vernachlassigen sein, 
da das Substrat durch die Aminoxydase sehr schnell oxydiert wird. 
Nimmt man jedoch die Kurve fiir PHA bei einer Versuchsdauer von 
30 Min. auf, so ergeben sich keine wesentlichen Unterschiede. 


Diskussion 

Aus den angegebenen Versuchen glauben wir mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit schlieBen zu kénnen, daB der Einbau unter fermentativer 
Katalyse abliuft. Als Griinde kénnen angefiihrt werden: 

Die Zeitabhaingigkeitskurven zeigen ein starkes Abfallen der Einbau- 
quote nach 15 Stunden. Gibt man nach dieser Zeit erst Mescalin hinzu, 
so erfolgt kein Einbau mehr. 

Die py-Aktivitaétskurven sprechen ebenfalls fiir den fermentativen 
Ablauf. Der bei Erhitzung auf 65°C auf Null absinkende Einbau 1laBt 
auf die Zerstérung eines vor dem Erhitzen vorhanden gewesenen Fer- 
mentes schlieBen. 

Die Erklarung fiir den Erhitzungseffekt bei 55° C kann auf zweierlei 
Weise geschehen: ; 

1. kann eine echte Aktivierung des Einbauvorganges bei 55°C 

vorliegen, 

2. kénnen Hemmstoffe inaktiviert werden, so daB ein ungehinderter 

Einbau ablaufen kann. 
Die vorgelegten Radioautogramme sprechen dafiir, daB sowohl beim 
Mescalin wie beim PHA ein Einbau in Leberhomogenat stattfindet. 
Hieraus kann geschlossen werden, da auch ,,k6rpereigene“‘ Amine* 
grundsitzlich die Méglichkeit zum Einbau in Proteine haben. 

Die Tyramin-Aktivierung lieBe sich durch die Annahme eines Einbau- 
hemmstoffes erkliren, der durch seine besondere Affinitét zum Tyramin 
durch dieses blockiert wird, so daB andere Amine ungehindert zum 
Einbau gelangen kénnen. Auch die beschriebene Hitzeaktivierung bei 
55°C legt die Annahme eines (hitzelabilen) Hemmstoffes nahe. Es ist 
auffallend, daB bei beiden getesteten py-Werten (5,7 und 
7,3) bei beiden Aminen durch Hitze oder durch Tyramin 
aihnliche Aktivierungen ausgelést werden. 

In folgende Erklarung lassen sich simtliche Versuchsergebnisse 
einordnen: 

Es existiert ein hitzelabiler Einbauhemmstoff, der nicht spezifisch, 
aber doch bevorzugt auf ,,kérpereigene“ Amine im Gegensatz zu ,,k6rper- 
fremden“ Aminen eingestellt ist. Die Affinitét zu ,,kérpereigenen“ 
Aminen steigt mit deren Giftigkeit. Hieraus folgt: 


4 Die Definition des Begriffes ,,k6rpereigene‘“‘ Amine siehe W. Block, Z. 
Naturforschg. 8b, 440 [1953]. 
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. Der Einbau von Mescalin diirfte durch andere, ,,k6rperfremde ‘‘ 


Amine nicht positiv beeinfluBt werden, da diese alle etwa die 
gleiche geringe Affinitat zum Hemmstoff haben. Dies wurde 
gefunden bei Ephedrin, Hordenin, Pervitin, Berberin, Urethan 
und Hydroxylamin. 


. Der Einbau der Amine miiBte durch Zerstérung des Hemm- 


stoffes bei 55° C gesteigert werden. Dies wurde bei Mescalin und 
PHA gefunden. 


. Der Einbau von PHA miiBte stirker als der von Mescalin durch 


Erhitzen gesteigert werden, da die Hemmung des Einbaues 
durch die grdBere Affinitat des Hemmstoffes zum PHA bei 
diesem mehr zum Ausdruck kommt als beim Mescalin. Gefunden 
wurden etwa 4-fach héhere Steigerungen beim PHA. 


. Der Einbau von Mescalin miiBte durch Zusatz von PHA bei 


Pu 7,3 (geringe Mengen) eine Steigerung erfahren, da der Hemm- 
stoff bei diesem py gréBere Affinitat zum PHA besitzt und so 
dem Mescalin der Weg geebnet wird. Gefunden wurden Steige- 
rungen von 4 auf 16 Impulse/min. 


. Der Einbau von PHA diirfte aus den eben angefiihrten Griinden 


durch Mescalin nicht gesteigert werden. Dies wurde gefunden. 


. Der Einbau von Mescalin und von PHA miiBte durch Tyramin 


stark aktiviert werden, da der Hemmstoff eine groBe Affinitat 
zu dem sehr giftigen Tyramin besitzt; dadurch wiirde der Weg 
zum Einbau fiir andere Amine frei werden. Dies wurde mit 
Mescalin und PHA gefunden. 


. Es muB der paradox erscheinende Fall eintreten, daB beim 


4C.Mescalin bei geringen Konzentrationen und beim “C-PHA 
schon in geringsten Konzentrationen bei Zugabe des gleichen 
Amins in inaktiver Form Selbstaktivierung des Einbaues ein- 
tritt, d.h. es mii/sten dann mehr Impulse/min bei der Ver- 
dimnung des radioaktiven Amins gemessen werden, als ohne 
Verdiinnung, da der Hemmstoff bei Mescalin schwerer, beim 
PHA leichter abgesittigt wird. Erst nach der Absattigung 
k6énnten dann die Amine ungehindert eingebaut werden. Auch 
dies wurde gefunden. 


Letzten Endes handelt es sich hier um kompetitive Hemmungen am 
Hemmfaktor, die zugleich den SchluB zulassen, daB nur ein Hemmstoff 
fiir zumindest drei Amine besteht: Tyramin, Mescalin und #-Phenyl- 
aithylamin. 


1 
ho 
wonnen. 


Beschreibung der Versuche 
mm dicke Schnitte wurden mit dem Rasiermesser aus den Organen ge- 


Homogenatdarstellung: Mause oder Ratten wurden durch Decapitation 


getotet, 


Rasiermesser bei 0° C im Potter-Elvehjem-Homogenisator mit der gleichen Menge 


die Lebern sofort entnommen, abgespiilt und nach Zerstiickeln mit dem 
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Ringerlésung ohne Bicarbonat® 3 Min. homogenisiert und durch ein Leinentuch 
gegeben. Die Einbauversuche wurden in gewohnlichen Warburg-GefaBen mit einem 
Seitenansatz (Gesamtinhalt etwa 13 ccm) bei 37° C (Badtemperatur) durchgefiihrt. 
Die Gasphase war, wenn nicht anders angegeben, reiner Sauerstoff. Im Seiten- 
ansatz der GefaBe befand sich ein Teil der Ringerlésung und das Mescalin oder PHA. 
Zur Zeit 0 wurde nach Temperaturausgleich gekippt. Ein Normalansatz hatte 
folgende Zusammensetzung: 


Hauptraum: 0,50 cem Homogenat 1:1 
0,20 cem Phosphatpuffer 0,2-m. (Endkonz. 0,04-m.) 
0,04 com py-Regulierungszusitze wie n/10-HCl oder 2,6-proz. 
NaHCO, (siehe unten) 
Seitenraum: 0,24 ccm Ringerlésung ohne Bicarbonat 
0,02 com Mescalinsulfat- oder PHA-(HCI-Salz)Lésung. 


Gesamt: 1,00 ccm 


Zum Abbruch des Versuches wurde dieser mit 3 com Wasser versetzt und das 
EiweiB mit 2 ccm 20-proz. Trichloressigsiure ausgefallt. Das EiweiB wurde einmal 
mit 10 ccm 7-proz. Trichloressigsiure an der Zentrifuge gewaschen und einmal mit 
2,5-proz. Trichloressigsiure 15 Min. zur Nucleinséureentfernung auf 90° C erhitzt. 
Darauf folgte eine dreimalige Wasche mit 7-proz. Trichloressigséiure, hieran an- 
schlieBend wurde einmal mit Wasser, einmal mit Alkohol und einmal mit Ather 
gewaschen und iiber Atzkali und CaCl, im Vakuum getrocknet. 0,5 com Homogenat 
1:1 entsprechen etwa 50 mg TrockeneiweiB, jedoch erhalt man nach dem Wasch- 
vorgang weniger. 


; Die Mescalinmenge fiir einen Normalversuch betrug 0,025 mg = 0,04 uC. 
Die entsprechende PHA-Menge betrug 0,044 mg = 0,16 uC. 

Zur Herstellung der Radioautogramme wurden 1 mg ™“C-Mescalinsulfat 
= 5,97 wl und Img “4C-PHA = 3,54 uC verwendet. Die Aktivititen der mit 
Trich.oressigsiure ausgefallten und ausgewaschenen Proteine wurden an 10 mg 
TrockeneiweiB bestimmt und in den Ordinaten der Kurven die gemessenen Impulse 
aufgetragen. 

Die Hydrolyse des Eiweifes wurde nach der in der III. Mitteilung der 
in-vivo-Reihe beschriebenen Weise durchgefiihrt®. 

Die py-Werte wurden folgendermafen zusammengesetzt und mit der Glas- 
elektrode gemessen: 











ign ‘ Zusammengesetzt aus: 
( sowtinechter Py- Wert iliaaialctia dino 
im Versuchsansatz Dlicaphatipalier und 
2,0 5,4 0,08 ccm n-HCl 
3,4 5,4 0,04 cem n-HCl 
4,2 5,4 0,02 cem n-HCl 
5,7 5,4 0,04 cem n/10-HCl 
5,9 5,6 0,04 cem Wasser 
6,4 6,4 0,01 ccm 2,6-proz. NaHCO, 
Io 7,4 0,04 ccm 2,6-proz. NaHCO, 
7,6 8,0 0,05 cem oe NaHCO, 
8,6 8,0 0,05 cem 2,6-proz. NaHCO, 
+ 0,015 cem n-NaOH 





> Modifiziert nach H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 
6 W. Block, K. Block u. B. Patzig, diese Z. 291, 126 [1952]. 
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Zusammenfassung 


Nach der Priifung des Einbaues von “C-Mescalin in Gewebeschnitte, 
die ergab, daB alle Organe hierzu faihig sind, wurden mit Rattenleber- 
homogenaten Zeitabhingigkeits- und py,-Aktivititskurven aufgenom- 
men, die auf einen fermentativen Ablauf des Einbauvorganges schlieBen 
lassen. Ferner wird ein Erhitzungseffekt beschrieben (55° C), der einen 
10- bis 20-mal verstarkten Einbau bewirkt. Auch £-Phenyl-aithylamin 
ist unter diesen Bedingungen dem Einbau zugiinglich. Radioauto- 
graphische Hydrolysatanalysen von Papierchromatogrammen der Leber- 
proteine zeigen, daB in vitro sowohl Mescalin als auch §-Phenyl-aithylamin 
mit Eiwei8 in Reaktion treten kénnen. 


Kine durch Tyramin bewirkte starke Einbauaktivierung wird wie 
der Erhitzungseffekt auf das Vorhandensein eines Hemmstoffes zuriick - 
gefiihrt, der durch Tyramin stark kompetitiv gehemmt wird. 


_ Darstellung von Derivaten des Insulins 
durch Einwirkung bifunktioneller Verbindungen? 
Von 
G. Mohnike, G. Schnuchel, I. Kupffer und W. Langenbeck 


Aus dem Chemischen Institut der Universitat Rostock (ehem. Direktor Prof. Dr. W. Langenbeck) 
und dem Diabetikerheim Garz und Karlsburg, Anstalt zur Erforschung und Behandlung der Zucker- 
krankheit (Direktor: Prof. Dr. G. Katsch) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juni 1953) 


Schon recht bald nach Einfiihrung von Insulin in die Diabetestherapie wurden 
Versuche unternommen, seine Wirkung zu protrahieren. Hierbei lag die Absicht 
zugrunde, die Zahl der taglichen Injektionen méglichst zu verringern, dabei — 
was weitaus wichtiger ist? — starkere Pegelschwankungen des Blutzuckers, wie 
sie nach den stoBartig wirkenden Altinsulingaben auftreten, zu vermeiden und 
so eine ausgewogenere Stoffwechsellage zu schaffen. 

Bei den hierzu entwickelten Verfahren handelt es sich um MaBnahmen, die 
darauf abzielen, Insulin beim pg des Blutes bzw. Gewebes schwerer resorbierbar 
zu machen. Fiir die Diabetestherapie ist dabei beachtlich, daB die verschiedenen 
(auch bei im Grunde auf ahnlichen Verfahren beruhenden) Verzégerungspraparate 
jeweils scharf definierbar sind nach a) Einsetzen der Stoffwechselwirkung, b) Zeit- 
punkt und Ausdehnung des Wirkungsmaximums und c) Abklingen der Wirkung. 
Aus diesen biologischen Eigenschaften ergeben sich fiir jedes Depotinsulin gezielte 
(z. B. durch Diabetestyp, Zeiten und Mengen der Nahrungsaufnahmen, Tages- 
lauf bedingte) Indikationen*. Hiermit verbunden ist der Tatbestand, daB bei 
héherem Fremdinsulinbedarf in der Regel eine Injektion eines Verzégerungs- 
praparates zur Balancierung des Stoffwechsels iiber 24 Stdn. nicht ausreicht, 


1 Vorl. Mitt.: Naturwiss. 88, 333 [1951]. 

2 H.C. Hagedorn, Verh. dtsch. Ges. Verdauungs- usw. Krankh. 1939, 201. 

3 G. Katsch, Med. Klin. 1940, 1307; siehe auch G. Mohnike, Verh. dtsch. 
Ges. Verdauungs- usw. Krankh. 1952. 
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Abb. 9. “C-Mescalin- und “C-PHA-Einbau in Protein von Mauseleberhomogenat 

bei py 7,3. Naheres siche Text. Oben: Papierchromatographie Butanol-Kisessig- 

Wasser 4:1:5. Unten: Papierelektrophoresen: Natriumacetat-Veronal-Puffer 
0,05-m., py 8,6. 

A) reines Mescalin als Vergleich, B) Fliissigkeit nach dem Abzentrifugieren 
des kurz aufgekochten Versuches (Mescalin), C) alkalisches Hydrolysat des Leber- 
proteins (Mescalin), D) reines PHA als Vergleich, E) wie B, aber PHA-Versuch, 
F) wie C, aber PHA-Versuch. 

a) Trimethoxyphenyl-essigsiure, b) Phenyl-essigsiure, c) PHA, d) Mescalin, 
x) unbekannt. 

Bei den Elektrophoresen ist jeweils an der oberen Kante etwas reines “C- 
Mescalin zum Vergleich zugesetzt. Entwicklungsdauer: 4 Monate. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 294. 8. 12a. 








Mohnike, Schnuchel, Kupffer und Langenbeck, Darstellung von Derviaten (S. 12) 





Abb. 6. Kristallines BrPhg-Insulin. Durchfallendes Licht, VergréBerung 200 x. 





Abb. 7. Kristallines BrPhg-Insulin. Gekreuzte Polarisationsfilter, 
Vergr6Berung 200 ~. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. Band 294, §. 12). 
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weil durch Anlauf- wie Auslaufzeit einerseits und Wirkungsmaximum andererseits 
dann zu starke Schwankungen des Blutzuckerpegels entstehen. 

Um giinstigere Verhaltnisse zu schaffen, haben verschiedene Kliniker bereits 
kurz nach Einfiihrung der ersten Speicherpraiparate versucht, diese in einer Spritze 
mit Normalinsulin zu mischen. Hierbei entsteht jedoch ein — je nach Mischungs- 
verhaltnissen, Ausgangspriparat und Dauer der gemeinsamen Anwesenheit in der 
Lésung — variables Insulin mit neuen Kigenschaften. Diese ,.Mischinsuline“ 
entsprechen in ihrer Wirkung nicht einer einfachen Addition der jeweiligen Aus- 
gangspraparate. 

In den letzten Jahren wurden — vor allem in den Vereinigten Staaten — 
die Versuche mit Protamin-Zink- und Altinsulin wieder aufgegriffen*. Heute steht 
ein in seiner Wirkung auch bei langerer Aufbewahrung in Ampullen stabiles Misch- 
insulin in Gestalt des NPH;, zur Verfiigung®. Eine eindeutige Vereinfachung 
brachte die Schaffung des Iso-Insulins (Insulinderivat, bei dem freie Aminogruppen 
durch Phenylisocyanat blockiert sind*), weil bei diesem Verzégerungspraparat 
Zusatz von Altinsulin in beliebigem Verhaltnis ohne gegenseitige Wirkungsbeein- 
trichtigung méglich ist. Wir haben vorgeschlagen, so entstehende Praparate in 
Unterscheidung von den friiheren Insulinmischungen als ,,Kombinations- 
insuline“ zu bezeichnen’. 

Unsere eigenen Versuche zielten darauf ab, ebenfalls Insulin- 
derivate zu gewinnen, die dann als Komponenten zu Kombinations- 
praparaten geeignet waren. Hierbei sollte erstmalig der Weg einer 
inter- oder intramolekularen Koppelung von _ Insulin- 
molekilen beschritten werden. Es stand zu erwarten, da bei den 
entsprechenden Darstellungsversuchen kein einheitliches Reaktions- 
produkt gewonnen wurde, wovon wir uns eine Verbreiterung der zeit- 
lichen Ausdehnung des Wirkungsoptimums versprachen. 


Allgemeine Methodik 


Die chemischen Versuche wurden in der Zeit von Anfang 1950 bis Ende 1952 
im chemischen Institut der Universitat Rostock vorgenommen. Als Ausgangs- 
insuline wurden verwandt: geléstes Handelsinsulin Novo (annahmsweise glukagon- 
arm), welches vor Versuchsbeginn ausgefallt wurde, sowie Kristallinsulin in Sub- 
stanz der Firmen Schering-Adlershof und Hormon-Chemie, Miinchen. In 
den Ergebnissen fanden sich iibrigens keine durch die verschiedenen Praparate 
bedingten Abweichungen. 

Samtliche Reaktionen wurden in waBriger Lésung bei pq etwa 8, fast durch- 
weg in Gegenwart von Aceton vorgenommen. Zur py-Messung diente in allen 
Versuchen ein direkt anzeigendes py-Meter (Triodometer) unter Verwendung 
einer Glaselektrode. Die gewonnenen Reaktionsprodukte und die Vergleichs- 
insuline wurden in einer Fliissigkeit folgender Zusammensetzung gelést: 500 mg 
Glucose, 1 mg Nipagin (p-Oxybenzoesiure-methylester) + 0,04 mg Zinkchlorid 
(wasserfrei) auf 10 ml aqua dest. — nach der Vorschrift der Firma Novo. Die 
angewandte Insulinkonzentration betrug stets 20 E in 1 ml Lésungsfliissigkeit. 


4 Siehe vor allem F. B. Peck, Proc. Amer. Diabetes Assoc. 2, 69 [1942]; 
A.R.Collwell, J.L.Izzo u. W.A. Stryker, Arch. internal. Med. 69, 931 
[1942]; A. R. Collwell u. J. L. Izzo, J. Amer. med. Assoc. 122, 1231 [1943]. 

5 Verdffentlichungen aus dem deutschen Sprachgebiet: A. F. Essellier, 
R. L. Jeanneret u. B. J. Koszewski, Schweiz. med. Wschr. 1952, 549; G. Con- 
stam, Helvet. med. Acta 18, 494 [1951]. 

6 K. Hallas Meller, Chemical and Biological Insulin Studies, Nyt Nordisk 
Forlag, Kopenhagen, 1945. 

7G. Mohnike, Z. klin. Med. 147, 221 [1950]. 
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Die biologischen Versuche wurden im Diabetikerheim und Forschungsinstitut 
fiir Diabetes, Karlsburg, durchgefiihrt. Die Insuline wurden auf ihre Aktivitat im 
Kreuztest gegen Handels- oder ein entsprechendes Vergleichsinsulin am Kaninchen 
gepriift. Verwandt wurden etwa 3000 g schwere, an Insulinversuche gewohnte, 
seit 12 Stdn. niichterne Kaninchen’. Die klinische Priifung wurde an diabetischen 
Angestellten und Patienten des Diabetikerheims vorgenommen. Zum Vergleich 
dienten verschiedene Handelsinsuline. Gepriift wurde die Stoffwechsellage an der 
taglich in drei Fraktionen untersuchten Harnzuckerausscheidung, Niichtern- 
blutzuckern und Blutzuckertagesprofilen®. Blutzuckerbestimmungen in samt- 
lichen biologischen Versuchen nach Hagedorn-Jensen!®, Die Ergebnisse 
wurden, soweit sie hierfiir geeignet waren, statistisch ausgewertet. 


I. Versuche mit Hexamethylen-di-isocyanat (HDI) 


Die Reaktion von Isocyanaten (Isocyansiure-Estern) mit Insulin 
erfolgt vornehmlich an dessen freien Aminogruppen, die wenigstens 
teilweise fiir die physiologische Wirkung des Insulins entbehrlich sind. 
Bei vorsichtiger Behandlung mit Phenylisocyanat ist es Hallas- 
Moller gelungen, das bereits oben erwihnte Verzdgerungsinsulin 
(Iso-I.) zu gewinnen. 

Vollige Blockierung der Aminogruppen fiihrt indessen Inakti- 
vierung herbei#-16, Nach friiheren Autoren sollen weitere Gruppen 
des Insulinmolekiils durch Isocyanate verindert werden; es besteht 
jedoch keine Eimhelligkeit in den Ansichten® 1+ 181%, Als reaktions- 
fahig werden angesehen: phenolische Hydroxylgruppe des Tyrosins, 
Imidazolgruppe des Histidins, Pyrrolidingruppe des Prolins, Guanido- 
gruppe des Arginins und Sulfhydrilgruppe des Cysteins. 


Fur unsere Fragestellung interessierte uns das _bifunktionelle 
Hexamethylen-di-isocyanat. Es erlaubt nicht nur eine Blockierung 
von Aminogruppen, sondern dariiber hinaus eine gegenseitige Ver- 
kniipfung derselben, wie sie von der Kunstfaserchemie her bekannt ist. 
Gehoren die Aminogruppen zwei verschiedenen Insulinmolekilen an, 
so sollte es zu einer intermolekularen Verkniipfung kommen; zu einer 
intramolekularen dagegen dann, wenn die Aminogruppen zwei ver- 


8 Naheres siehe: G.Mohnike, Beitrige zum Insulin-Glukagon-Problem. 
Hab.-Schrift Greifswald 1951; Thieme-Verlag Leipzig (im Druck). 

® Allgemeine Testbedingungen siehe: G. Mohnike, Pharmazie 1, 107 [1946]; 
zu Blutzuckertagesprofilen siehe auch Mohnike 1. c.*. 

10 H.C. Hagedorn u. B.N. Jensen, Biochem. Z. 135, 46; 187, 92 [1923]. 

11H. Jensen u. E. K. Evans jr., Physiol. Rev. 14, 188 [1934]. 

122 §. J. Hopkins u. A. Wormall, Nature [London] 184, 290 [1934]. 

13 §. J. Hopkins u. A. Wormall, Biochem. J. 28, 2123 [1934]. 

14H. Jensen u. E. A. Evans jr., J. biol. Chemistry 108, 1 [1935]. 

16 H. Jensen, E. A. Evans jr., W. D. Pennington u. Ellen D. Schock, 
J. biol. Chemistry 114, 199 [1936]. 

16 W.E. Gaunt u. A.Wormall, Biochem. J. 30, 1915 [1936]. 

17 G.L. Miller u. W.M. Stanley, J. biol. Chemistry 141, 905 [1941]. 

18 H. Fraenkel-Conrat, J. Amer. chem. Soc. 67, 314 [1945]. 

19 J. Fraenkel-Conrat u. H. Fraenkel-Conrat, Biochim. biophysica 
Acta 5, 89 [1950]. 
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schiedenen Polypeptidketten angeh6éren, deren vier als Untereinheiten 
nach Sanger?® das Insulinmolekiil aufbauen. 


Reaktionsmechanismen: Da das Insulin in Gegenwart von 
Wasser umgesetzt wurde, lassen sich fiir das Hexamethylen-di-isocyanat 
folgende Reaktionen voraussehen: 

I. Beidseitige Reaktion mit Wasser: 

H,O + OCN-[CH,],-NCO + H,0— H,N-[CH,],,NH, + 2C0, 

II. Beidseitige Reaktion mit Insulin: 

(Ins)NH, + OCN-[CH,],-NCO + H,N(Ins) —- (Ins)NH-CO-NH-[CH,],-NH-CO-NH 
(Ins) 

III. Reaktion mit Insulin und Wasser: 

(Ins)NH, + OCN-[CH,],-NCO + H,O -— (Ins)‘-NH-CO-NH-[CH,],-NH, + CO, 

Herstellungsmethode: Wir lieBen Insulin mit HDI in waBriger 
Losung reagieren, der wir bis zu 50° Aceton zusetzten, damit der mit 
Wasser nicht mischbare Reaktionspartner rasch gelést wurde. HDI 
war in absolutem Aceton zu einer Standardlésung (2mg HDI auf 
1 ml Aceton) eingestellt. 

HDI erhielten wir aus dem Handel, es wurde durch Vakuumdestillation ge- 
reinigt. Das hier wie auch zu den spateren Versuchen benutzte Aceton wurde 
durch mehrstiindiges Kochen mit Kaliumpermanganat von Verunreinigungen 
befreit und durch mehrstiindiges Stehen und nachfolgendes Abdestillieren tiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet. Die Umsetzung des Insulins erfolgte in offenem 
GefaB, das in einem Thermostaten untergebracht war, der die Temperatur auf 

- 0,1° regulierte. Bei mechanischer Riihrung tropfte HDI-Standard-Lésung aus 
einer Kolbenpipette rasch, aber anteilweise in die Insulinldsung, um damit Gelegen- 
heit zu geben, etwaige py-Anderungen abzufangen (s. u.). Die Reaktion verlief 
in schwach alkalischem Milieu (pq 8) sehr rasch. Anderungen des py-Wertes 
wurden durch Zugabe von 0,l-n. Natronlauge bzw. 0,l-n. Salzsiure abgefangen. 
Bei saurer Reaktion befreiten wir die Reaktionslésung von Aceton durch Ver- 
dampfen im Vakuum bei einer maximalen Wasserbadtemperatur von 35°. An- 
schlieBend stellten wir die Lésungen entsprechend dem oben genannten Ansatz ein 
(s. unter B) und verwandten sie in dieser Form fiir die biologischen Versuche. 

Insgesamt wurden 20 Insulinderivate mit HDI hergestellt. Hierbei 
wurden variiert: Reaktions-pyg-Wert, die Menge zugesetzten Acetons, 
die Menge des zur Reaktion gebrachten HDI. Das Reaktionsprodukt 
zwischen HDI und Wasser (ohne Insulinzusatz) = Hexamethylendiamin 
zeigte im Kaninchentest keinerlei Blutzuckerbeeinflussung. Die Menge 
zugesetzten Acetons beeinfluBt Aktivitat wie Depoteffekt nicht. Dies 
bewiesen Derivate, welche unter sonst gleichen Reaktionsbeding angen 
mit und ohne Aceton dargestellt wurden. Anfangs variierten wir den 
Reaktions-pg-Wert bis zu 8,5. Da wir den Eindruck gewannen, dai 
die Insulinwirksamkeit hierdurch beeinfluBt wurde, wandten wir spiater 


nur noch einen Wert zwischen 7 und 8 an. 


Wir haben die zur Reaktion zugefiigte Menge HDI variiert. Das 
Verhiltnis zwischen HDI und Insulin (mg/mg = -Q) veranderten wir 
zwischen Q = 0,005 bis 0,03, das entspricht einem Millimol-Verhaltnis 


20 F. Sanger, Biochem. J. 89, 507 [1945]. 
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HDI / freie Aminogruppen des Insulins von R = 0,2 bis 0,6. (Die 
Berechnung erfolgte auf Grund der Annahme von Sanger, daB eine 
Insulin-Untereinheit vom Mol.-Gew. 12.000 6 freie Aminogruppen 
enthalt.) Als Beispiel hierfiir bringen wir die beiden Chargen B 12 
und B 13. 


Tab. 1. Reaktionsbedingungen zur Darstellung der HDI-Derivate B 12, B 13 





























und B 18. 
Darstellung von: B12 B13 B18 
Reaktions- 
temperatur: 18° 20° 20° 
Reaktions- 200 mg Insulin Novoj200 mg Insulin Novo|200 mg Insulin Novo 
lésung: in 100 ml Fliissig- | in 100 ml Fliissig-| in 100 ml Filiissig- 
keit + 100 ml keit + 100 ml keit + 100 ml 
Aceton Aceton Aceton 
Reaktions-pq: q,7 7,2 8,0 
Reaktionszeit: 15’ 15’ 15’ 
Umgesetzte 
Menge HDI: 4 mg 2 mg 6 mg 
Q: 0,02 0,01 0,03 
R: 0,376 = 0,4 0,188 ~ 0,2 0,565 ~ 0,6 
py-Wert der In- 
jektionslésung: 3,2 2,9 3,5 











B 12 und B13 wurden klinisch an je 15 Versuchspersonen gegen 
verschiedene Handelsinsuline getestet. Beide Insulinderivate zeigten 
einen mittellangen Wirkungstypus; bei B 12 war partielle Inaktivierung 
anzunehmen. Zum Vergleich bringen wir in Tab. 2 die Blutzucker- 
tagesprofilwerte der Vpn. Nr. 49 mit je 32 + 14 E B 12 (a) und B 13 (b); 
die Abschwachung der Insulinwirkung bei B 12 ist sinnfillig. 


Tab. 2. Blutzuckertagesprofilwerte der HDI-Derivate B 12, B13 und B 18 sowie 
von Depot Hoechst klar und Neo Degewop. 
































Untersuchungs- 
zeiten: 7h | 10b30'] 12h | 16h | 18h | 22h | 24h | 7h 
Vpn. Nr. 49 a) 316 | 292 | 290 | 275 | 294 | 279 | 287 | 323 
b) 257 | 251 | 183 | 134 | 240 | 186 | 161 | 272 
Vpn. Nr. 762 c) 156 90 | 172 | 152 | 228 | 114 | 86 | 136 
d) 100 | 143 | 191 | 100 | 200 | 144 | 89 | 105 
e) 154 | 131 | 128 | 150 | 192 | 256 | 88 | 175 





























Um den Blutzuckerverlauf im Vergleich zu anderen Verzégerungs- 
insulinen zu demonstrieren, bringen wir ebenfalls in Tabelle 2 die bei 
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Vpn. 762 gefundenen Glykaémiewerte jeweils nach 36 + 18 E B 13 (c), 
Depot Hoechst klar (d) und Neo Degewop (e). Die Tabelle zeigt fir 
B 13 die schon erwihnte Verzégerungswirkung vom mittellangen Typ. 

Um vorversuchsweise der Frage einer etwaigen MolekiilvergréBerung 
nachzugehen, haben wir Ultrafiltrate bei verschiedener PorengréBe 
der Filter (Membran- und Ultrafeinfilter der Membranfilter-Gesell- 
schaft, Géttingen; 3000 bis 5 uu) von Handelsinsulin Novo und einem 
HDI-Derivat (B18, Darstellung siehe Tab.1) vorgenommen. Das 
jeweilige Ultrafiltrat wurde in einer Menge von 0,2 ml (dies entspriiche 
bei vollem Insulingehalt 4 E) Kaninchen intravends injiziert und der 
Blutzucker iiber 240 Min. verfolgt. Die Mittelwerte der einzelnen Ver- 
suchsgruppen zeigt Abb. 1. 





E 320 : | | T 
E 3001 _ | | | 
Pf 

| 

| 


s 280 4 \ 
© 2607 \ 
2407 \ 


2207 \ 
2004 
180 4 
160 4 
140 4 
120 + 
100 






















5 
> 
2 
ra) 


Normalinsulin 


I B18 
MBs Ul 


WV 








+IBIS UI- 


4 





T 


j 4 + 
Unfiltriert 3000-700 500-200 80-50 50-10 10-5 


Abb. 1. Biologische Wirksamkeit der Ultrafiltrate des HDI-Derivats B 18 und des 
Ausgangsinsulins. Abszisse: Praparate und PorengréBe der Membranfilter. Ordinate: 
mittl. Ausgangswert-Unterschreitungsflachen der Kaninchenversuche in mm? 
(== 1 mg% = 1 mm; 30’ = 10 mm). 


Diese Abbildung zeigt zunachst, daB das Insulinderivat B18 im 
Vergleich zu unvorbehandeltem Altinsulin in gewissem Umfange 
inaktiviert ist, was durch die hohe HDI- Quote zu erklaren ist, und daB 
bei intravenéser Applikation im Tierversuch, ein Depoteffekt nicht 
sichtbar wird, wie es auch von den tibrigen Verzégerungsinsulinen her 
bekannt ist. 

Die Abbildung demonstriert ferner, daB die Insulinderivate von 
Ultrafiltern stairker zuriickgehalten werden als das Ausgangsinsulin. 
Dabei ist beachtlich, daB das unmodifizierte Insulin Novo bei Passage 
durch ein Ultrafilter mit der PorengréBe 3.000—700 uu iiberhaupt 
nicht an biologischer Aktivitaét verliert und da ferner die EinbuBe an 
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Aktivitét sowohl bei modifiziertem wie unmodifiziertem Insulin um- 
gekehrt proportional zur PorengrdBe ist. Hieraus darf geschlossen 
werden, da8 Ultrafiltration nicht im Sinne eines Denaturierungsprozesses 
Insulin inaktiviert, wie friiher angenommen. wurde*»*2, Um dieser 
Frage der zusatzlichen Aktivitatsbeeinflussung nachzugehen, wurde zum 
Insulinnachweis im Ultrafiltrat der biologische, und kein chemischer 
Test gewahlt. 


II. Versuche mit Phosgen (Phg) 


Nachdem es grundsiatzlich gelungen war, mittels eines bifunk- 
tionellen Isocyanats Verzogerungsinsuline darzustellen, gingen wir dazu 
iiber, zweiwertige Saurechloride anzuwenden, von denen — wie aus dem 
Reaktionsmechanismus hervorgeht — von vornherein gewisse Vorteile 
gegentiber dem Isocyanat erwartet werden durften. 

Reaktionsmechanismus: I. Beidseitige Reaktion des Phosgens 
mit Wasser: 

H,0 + CICOCI—- CO, + 2HCI 

II. Beidseitige Reaktion des Phosgens mit Insulin: 
(Ins)NH, + CICOCI + H,N(Ins) — (Ins)NH-CO-NH(Ins) + 2HCI 

III. Halbseitige Reaktion des Phosgens mit Insulin und Wasser: 
(Ins)NH, + CICOC1+ H,0- (Ins)NH-COOH + 2HCI 
(Ins)NH-COOH — (Ins)NH, + CO, 

Hieraus geht hervor, daB eine Reaktion ausgeschlossen erscheint, 
abgesehen von der Verkniipfung von Aminogruppen, die wiederum 
inter- oder intramolekular eintreten kann. 

Als Modellversuch berufen wir uns auf eine Arbeit von Granacher und 
Landolt**, Glycin-athylester-Hydrochlorid und Phosgen liefern in waBriger 
Lésung Carbonyl-bisglycin-aithylester. Diese Reaktion darf als Stiitze fiir den 
o. g. Reaktionsmechanismus zwischen Insulin und Phosgen geiten. Die Ver- 
kniipfungen erfolgen stets tiber Harnstoffbriicken, deren Zahl jedoch im ganzen 
so gering ist, daB sie mit der Methode von Fearon* nicht nachweisbar sind. 

Herstellungsmethode: Apparativ und methodisch wurde 
ebenso vorgegangen wie bei der Versuchsabteilung I. Variationen des 
Acetongehalts der Reaktionslésung wurden nur in unbedeutendem 
Umfange vorgenommen, in der Regel Zusatz von 50°. Reaktions-py 
stets zwischen 7 und 8. Lediglich in experimentellem Umfang variiert 
wurden die jeweiligen Phg-Mengen. Fiir Phg bewahrten sich Standard- 
Lésungen mit 2mg Phg in 1 ml Aceton. 


Das zu den Versuchen bendétigte Phg gewannen wir durch Erhitzen von 
Tetrachlorkohlenstoff mit 30-proz. Oleum, wobei wir sorgfaltig darauf achteten, daB 


21 C,H. Best u. J.W.Mac Leod, Amer. J. Physiol. 68, 390 [1923]. 

#2 H. A. Piper, R.S. Allen u. J.R.Murlin, J. biol. Chemistry 58, 321 
[1924]; vgl. T. C. Taylor, C. E. Braun u. E. L. Scott, Amer. J. Physiol. 74, 539 
[1925]; R. Ammon, Biochem. Z. 196, 441 [1928]. 

* Ch. Granacher u. H. Landolt, Helv. chim. Acta 10, 799 [1927]; vgl. 
E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 84, 433 [1901]. 
4 W.R. Fearon, Biochem. J. 88, 202 [1939]. 
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dem Phg keine Verunreinigungen von Schwefelchloriden beigemengt waren. Zwei- 
maliges Waschen des Phg mit eisgekiihlter konz. Schwefelsiure erwies sich als 
ausreichend. Die Vorlage war mit eisgekiihltem Aceton beschickt, in dem das 
Phg sehr leicht léslich ist. Wir erhielten Lésungen, in denen 35 g und mehr Phg 
in 50 ml Aceton aufgenommen waren. Hochkonzentrierte Lésungen wurden aller- 
dings nach einigen Stunden unter Zersetzung gelb, wahrend verdiinnte Lésungen 
mehrere Tage haltbar waren. 

Zur genauen Gehaltsbestimmung hydrolysierten wir einen aliquoten Teil 
der Phg-Lésung mit 0,04-n. Natronlauge. Nach 30 Min. Stehen bei Zimmer- 
temperatur wurde der Uberschu8 an Lauge sowie die bei der Reaktion gebildete 
Soda mit 0,02-n. Salzsiure zuriicktitriert. Es entsprechen zwei Aquivalente Salz- 
siure 1 Aquivalent Phosgen. 

Im Gegensatz zu unserem Vorgehen unter I haben wir die Phg-Insulin- 
Derivate isoelektrisch gefallt, sodann abzentrifugiert und nach mehrmaligem 
Waschen mit Aceton an der Luft trocknen lassen. 


Insgesamt wurden 24 verschiedene Phg-Insuline dargestellt, die 
simtlich beim Diabetiker wie am Kaninchen getestet wurden. Als 
Beispiele waihlen wir die Phg-Derivate C 18, 20 und 2i. 


Darstellung von C18: Ausgangslésung 1g Insulin Novo in 200 ml /100- 
Salzsiure + 250 ml Aceton. py 2,8 auf py 8,00 durch Zugabe von n/10-Natron- 
lauge gebracht. Reaktionstemperatur 20°. 0,4 mMol Phg auf 1 g Insulin; Rk = 0,8 
(mMol Phg/mMol freie Aminogruppen des Insulins). Hierbei wurden 40 mg Phosgen, 
die in 20,36 ml Acetonlésung vorhanden waren, in Anteilen von 2 ml zur Reaktions- 
lésung gefiigt. Ausbeute (= isoelektrisch gefalltes und lufttrocknes Praparat) 
0,8152 g = 81,5°% der eingesetzten Insulinmenge. pg-Wert der Injektions- 
lésung 2,4. 

Darstellung von C 20: Ausgangslésung: 1 g Insulin (Kristallinsulin Hormon- 
Chemie, Miinchen) in 200 ml n/100-Salzsiure + 250 ml Aceton. py-Wert 2,6 mit 
n/10-Natronlauge auf 8,3 eingestellt. Reaktionstemperatur 20°. 0,8 mMol Phosgen 
auf 1 g Insulin; 2 = 1,6. Hierbei wurden 80 mg Phosgen, die wie oben gelést 
waren, umgesetzt. Ausbeute: 0,4171 g = 41,7% der eingesetzten Insulinmenge. 
py-Wert der Injektionslésung 2,5. 

Darstellung von C 21: Ausgangslésung: 1 g Insulin (Kristallinsulin Hormon- 
Chemie, Miinchen) in 200 ml n/100-Salzséure + 250 ml Aceton. pq-Wert 2,6 mit 
n/10-Natronlauge auf 8,65 eingestellt. Reaktionstemperatur 20°. 1,6 mMol Phg 
auf 1g Insulin; R = 3,2. Hierbei wurden anteilsweise 160 mg Phg umgesetzt. 
Ausbeute: 0,3303 g = 33° der eingesetzten Insulinmenge. Da das Derivat C 21 
in Saéure praktisch unléslich war, wurde es in 7/100-Natronlauge aufgenommen 
und mit /100-Salzsiure bis zur eben beginnenden Triibung versetzt. Die Injektion 
erfolgte bei py 8,3 unmittelbar nach der Darstellung. 


Bei diesen Darstellungsversuchen ist bemerkenswert, da’ die 
Ausbeuten bei isoelektrischer Fallung mit zunehmender Phosgen- 
konzentration geringer wurden. Andererseits lieB sich aus den Reaktions- 
lésungen durch Abdampfen des Acetons im Vakuum bei einer Wasserbad- 
temperatur von maximal 35° eine Fallung erhalten, die sich als Insulin 
erwies und die um so reichlicher war, je mehr Phosgen zur Reaktion 
gebracht wurde. Diese Niederschlige (bezeichnet als C 22, C 23 und 
C 24) wurden abzentrifugiert und getrocknet. Sie waren in Saure 
praktisch unléslich. Deshalb wurden sie in Natronlauge bei einem pg 
zwischen 7,5 und 8 gelést. Die Ausbeutungsverhialtnisse korrespondieren 
mit denen der Chargen C 18, C 20 und C 21. 
ox 
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Zu C22 (gewonnen aus der Reaktionslésung von C18): Menge 
63,0 mg; zu Versuchszwecken gelést wurden 25 mg in 25 ml. 

Zu C23 (gewonnen aus der Reaktionslésung von C 20): Menge 
263,4 mg; zu Versuchszwecken gelést wurden 44,4 mg in 50 ml. 

Zu C 24 (gewonnen aus der Reaktionslésung von C 21): Menge 
457,2 mg; zu Versuchszwecken gelést wurden 41,7 mg in 50 ml. 

Tab. 3 bringt aus unseren Kaninchenversuchen die mittleren Aus- 
gangswert-Unterschreitungsflichen dieser Insulinderivate. 


Tab. 3. Ausgangswert-Unterschreitungsflachen der Phg-Derivate C 18, C 20, C 21, 
C 22, C 23 und C 24 sowie der zugehérigen Ausgangsinsuline. 














Vgl.Ins. Vgl. Ins. Vgi. Ins. 
C18 zu C18 C20 zu C 20 C21 zu C21 
Ausgangswert- 
Unterschrei- 
tungsflachen: | 2.675,0 | 2.808,0 | 2.445,0 | 2.438,0.| 2.468,0 | 2.741,0 
C 22 C 23 C 24 
Ausgangswert- 
Unterschrei- 
tungsflachen; | 2-083,0 2.999,0 2.334,0 




















Diese Tabelle zeigt, daB erst bei der extremen Phg-Konzentration 
von C 21 eine partielle Inaktivierung anzunehmen ist. Auch die Derivate 
22, 23 und 24 sind wenig oder nicht inaktiviert; die Streuungen sind 
hierbei wegen geringer zahlenmiBiger Besetzung der einzelnen Versuchs- 
gruppen gréBer. 

Das Insulin-Derivat C 18 wurde klinisch an 38 Diabetikern gegen 
verschiedene Handelsinsuline getestet. Auch hierbei ergab sich kein 
Anhalt fiir eine Inaktivierung; es entsprach einem mittellangen Ver- 
zogerungsinsulin. 

Wir haben uns a. a.0.? mit der Frage des Vergleichs von verschiedenen 
Verzogerungspraparaten auseinandergesetzt. Entsprechend unserem dort nieder- 
gelegten Vorgehen bringen wir in Tab. 4 die Mittelwertskurven von C 18 bei zwei- 
maliger Anwendung (30 Falle; 24,7 + 14,2 E) mit dem jeweiligen mittleren Fehler 
des Mittelwerts (a). Zum Vergleich bringen wir entsprechende Kurven fiir Neo 
Degewop (409 Falle; 26,7 + 14,5 E) (b) und Depot Hoechst (350 Fille; 26,1 
+ 13,2 E) (c). 

Tabelle 4 bringt ferner bei einmaliger Injektion einen Vergleich zwischen 
C 18 (18 Falle; 19,3 E) (d) und PZ Novo (227 Fille; 21,8 E) (e). 


Tab. 4, Mittelwertskurven von C 18, Neo Degewop, Depot Hoechst und PZ Novo. 
































Unter- 
suchungs- 
zeit- h hag h h h h h h 
punkt: 7 10"30 12 16 18 22 24 7 
a) 195 +13,8]1704+11,3]190+ 8,8/200+411,5/269+ 9,5}199+11,0]167+ 9,0]204+14,9 
b) 2254 4,9/1684 4,2/192+ 4,1/205+ 4,5)260+ 4,3]/206+4 4,6]1684 4,2/223+ 4,5 
ce) 160+ 4,0)/1514+ 4,2}192+ 4,4/183+ 4,4/2234 4,5)209+ 4,5)170+4 4,2]1514 4,3 
d) 204414,§/1734+ 7,6)1854+17,6)192 + 17,2/258 + 13,5/256 + 11,8] 244+ 18,6] 2254 15,3 
e) 15384 8,:]211+ 3,8/2314 4,1/184+4+ 4,3)211+4 3,9]224+4 4,4]/1814 4,4)147+4 3,4 
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Diese Blutzuckerverliufe zeigen in Ubereinstimmung zu dem 
oben gesagten, daB es sich bei C18 um ein Verzégerungsinsulin des 
mittellangen Typs handelt; es wirkt etwas linger als Neo Degewop 
und kiirzer als Surfeninsulin; es wirkt deutlich kiirzer als PZ Novo, 
dem Prototyp des langwirksamen Insulins. Die klinischen Versuche 
mit den Chargen C 20, C 21, C 22, C 23 und C 24 sind nicht so zahl- 
reich, daB sie statistisch ausgewertet werden kénnen. 


Das Derivat C 20 wurde bei 4 Patienten gegen verschiedene Handelsinsuline 
getestet. Es zeigte etwa den Wirkungstyp von C 18 ohne-Anhalt fiir Inaktivierung. 
Tab. 5a byingt Tagesprofilwerte nach je 22 E C 20 und PZ Degewop bei Versuchs- 
person 1458. 

Das Derivat C 21 wurde ebenfalls bei 4 Patienten gegen verschiedene Ver- 
zogerungspraparate gepriift. Auch hier fand sich annahernd der gleiche Wirkungs- 
typ wie bei C 18, jedoch ist eine partielle Inaktivierung iibereinstimmend mit den 
Kaninchenversuchen anzunehmen. Als Beleg bringen wir in Tab. 5b Tagesprofile 
nach je 20 E C 21, Neo Degewop und PZ Degewop bei Vpn. 1104. 

Das Insulinderivat C 22 wurde nur bei 2 Patienten getestet. Es fand sich 
kein Anhalt fiir eine Inaktivierung; es gehérte zum mittellangen Wirkungstyp. 
Tab. 5c bringt die Blutzuckerverliufe nach je 36 E PZ Novo (langwirksam), Depot 
Horm (mittellang) und C22 bei Vpn. 1113. 

Auch bei C 23, welches wir bei 4 Diabetikern im Vergleich zu verschiedenen 
Handelsinsulinen anwandten, fand sich kein sicherer Anhalt fiir Inaktivierung. 
Wir fiihren in Tabelle 5d die Werte der Blutzuckertagesprofile bei Vpn. 1252 nach 
je 18 E C23 und PZ Degewop an. 

Bei C 24, welches wir an 5 Diabetikern testeten, gewannen wir den Kindruck 
einer partiellen Inaktivierung. Dies kann durch Tab. 5e belegt werden, wo ein 
bei Vpn. 1113 mit 36 E C 24 gewonnenes Tagesprofil eingezeichnet ist. Zum Ver- 
gleich dienen die Blutzuckerwerte nach PZ Novo, Depot Horm und C 22. 


Nachdem bereits durch orientierende Ultrafiltrationsversuche mit 
einem HDI-Priaparat gréBere aktive Querschnitte der Molekiile wahr- 
scheinlich gemacht werden konnten, sollte der Frage einer Molekiil- 
vergroBerung bei Phg-Insulinen durch Bestimmung der Sedimentations- 
verhaltnisse in der Ultrazentrifuge nachgegangen werden. Abb. 2 


Tab. 5. Blutzuckertagesprofilwerte der Phg-Derivate C 20, C 21, C 22, C 23 und 
C 24 sowie der Insuline PZ Degewop, Depot Horm und PZ Novo. 
































Untersuchungszeitpunkt: 7h |10b30’} 12h | 16h | 18h | 22h | 24h | Th 
a) C20 137 | 112 | 125 | 127 | 128 | 152 | 126 | 170 
PZ Degewop 166 88 | 128 | 141 | 155 | 173 | — | 166 
b) C21 252 | 278 | 276 | 218 | 300 | 319 | 280 | 253 
Neo Degewop 274 | 221 | 221 | 227 | 268 | 284 | 258 | 271 
PZ Degewop 282 | 298 | 270 | 150 | 214 | 335 | 286 | 246 

c) C22 236 | 156 | 177 | 79, | 217 | 318 | 295 | 253 
PZ Novo 218 | 257 | 263 | 229 | 212 | 290 | 229 | 208 
Depot Horm 239 | 128 | 123 | 86 | 231 | 336 | 265 | 257 

d) C 23 291 | 207 | 170 | 168 | 239 | 266 | 225 | 226 
PZ Degewop 235 | 235 | 206 | 168 | 239 | 276 | 225 | 244 

e) C24 291 | 238 | 248 | 165 | 288 | 333 | 311 | 289 
PZ Novo 218 | 257 | 263 | 229 | 212 | 290 | 229 | 208 
Depot Horm 239 | 128 | 123 | 86 | 231 | 336 | 265 | 257 

C 22 236 | 156 | 177 | 79 | 217 | 318 | 295 | 253 
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zeigt das Sedimentationsdiagramm von Altinsulin, aufgenommen nach 
der Lammschen Skalenmethode® in der Ultrazentrifuge?*. Die 
Sedimentationskurve gleicht einer GauSschen Verteilungskurve mit 
kleinem Parameter. Dies weist darauf hin, daB der EiweiBstoff ein- 
heitlich ist und keine wesentlichen Verunreinigungen enthalt. Daneben 
ist eingezeichnet das Sedimentationsdiagramm unseres oben in seiner 
Darstellung und biologischen Wirkung beschriebenen: Insulinderivats 





Abb. 2. Ausgezogene Kurve: Sedi- 
mentationsdiagramm von Altinsulin, 
gelést in m/10-Na,HPO, und m/10- 
KH,PO, zu einer 1-proz. Lésung von 
Y 7,25. Sedimentationskonstante 
89 = 3,87. Tourenzahl 50000. Ordi- 
nate: Skalenstrichverschiebung. Ab- 
szisse: Abstand vom Rotationszen- 
trum. Gestrichelte Kurve: Sedimen- 
tationsdiagramm von Insulinderivat 
C18, gelést in m/10-Na,HPO, und 
m/10-KH,PO, zu einer 1-proz. Lésung 
von py 7,25. Sedimentationskonstante 
der Hauptkomponente 859 = 3,59. 














18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 
—- Komparatorteile 

C 18, hergestellt aus dem Altinsulin der gleichen Abb. Im Vergleich zum 
Ausgangsinsulin ist die Verteilungskurve des Derivats bedeutend weiter 
gedffnet; es liegen Molekiile mit verschieden groBen Gewichten vor. 
Dabei heben sich von der Hauptkomponente zwei Nebenkomponenten 
mit niedrigerem und hdherem Molekulargewicht ab; die Menge dieser 
Nebenkomponenten diirfte je 10% nicht iibersteigen. Die Zahl der 
intermolekularen Verkniipfungen ist demnach gering, so daB intra- 
molekulare Kopplungen als Reaktionsergebnis an Wahrscheinlichkeit 
gewinnen. 


III. Versuche mit Kohlenséuredibromid (Bromphosgen; 
BrPhg) 


Nachdem es gelungen war, mittels Kohlensiuredichlorids Ver- 
zogerungspraparate darzustellen, lag es nahe, auch ein anderes Dihalo- 
genid, namlich Kohlensiuredibromid zu verwenden. 


* Vgl. Th. Svedberg u. K.O. Pedersen, Die Ultrazentrifuge; Theorie, 
Konstruktion und Ergebnisse. Handb. d. Kolloidwiss. 7, 1940. 

*6 Die Ultrazentrifugenuntersuchungen wurden dankenswerterweise durch 
Professor Schramm (Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Tiibingen) vorgenummen. 
26 H. J. Schumacher, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 1671 [1928]. 
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Reaktionsmechanismus: Grundsatzlich anzunehmen sind die 
unter II angefiihrten drei Reaktionsmechanismen wie bei Phosgen. 
Ankniipfend an den dort erwahnten Modellversuch von Grainacher 
und Landolt” erhielten wir den Carbonyl-bisglycin-athylester durch 
Einwirkung von BrPhg auf Glycin-athylester-Hydrochlorid : 

COBr, + 2H,N-CH,-COOC,H; — CO(HN-CH,-COOC,H;), + 2HBr. 

Eine eisgekiihlte Lésung von 2,5 g Glycin-ithylester-Hydrochlorid in 5 ml 
Wasser wurde unter Riihren abwechselnd mit 0,5 ml 6-m. Natronlauge und 0,5 ml 
einer Lésung von 30g BrPhg in 100 ml Toluol versetzt. Um einen Uberschu8 
an Lauge zu vermeiden, erfolgte der Laugenzusatz erst dann, wenn das Reaktions- 
gemisch nur noch schwach alkalisch reagierte, andernfalls wird bei stark alkalischer 
Reaktion das BrPhg rasch durch Wasser verseift. WeiBes Kristallisat, nach 
3-maligem Umkristallisieren aus Wasser 1 g weiBer Nadeln, Schmp. 148°. 


Herstellungsmethode: Die grundsitzliche Versuchsanordnung 
und Herstellungsmethodik blieb gegeniiber II unverandert. Der fliissige 
Aggregatzustand des Brphg erlaubte es, die Standardlésung BrPhg 
durch abgemessene Volumina herzustellen. BrPhg gewannen wir 
nach Schumacher” aus Tetrabromkohlenstoff und konz. Schwefel- 
siure. Wir stellten drei Derivate her, die am Kaninchen sowie am 
Diabetiker auf ihre Wirksamkeit getestet wurden. Variiert wurde 
lediglich die BrPhg-Konzentration. Wir bringen Darstellung und Ver- 


suche mit den Derivaten D1, D2 und D3. 

Darstellung von D1: Ausgangslésung 1,5g Insulin (Kristallinsulin 22,2 
i.E./mg) in 300 ml n/100-Salzsiure + 375 ml Aceton. pyq-Wert 2,5 mit n/10- 
Natronlauge auf 9,0 gebracht. Reaktionstemperatur 20°. Umgesetzt mit 57,6 mg 
BrPhg = 5,76 ml einer Acetonlésung mit 10 mg BrPhg/1 ml (0,2 mMol BrPhg/1 g 
Insulin); R = 0,4 (mMol Brphg/mMol freie Aminogruppen des Insulins). Gewicht 
des isoelektrisch gefallten lufttrocknen Praparats: 1,1917 g = 79% der eingesetzten 
Insulinmenge. Injektionslésung pu 2,5. Zu Versuchszwecken wurden gelést 
200 mg in 200 ml waBriger Lésung bei py 2,5. 

Darstellung von D 2: Ausgangslésung 1,0 g Insulin (Novo) in 200 ml »/100- 
Salzsiure + 250ml Aceton. py-Wert 2,6 mit n/10-Natronlauge auf py 8,0 ein- 
gestellt. Reaktionstemperatur 20°. Umgesetzte BrPhg-Menge: 0,4mMol auf 
1 g Insulin, entspr. 76,8 mg BrPhg; R = 0,8. Ausbeute an lufttrocknem Praparat 
0,4942 g = 49,4°/, der eingesetzten Insulinmengen. Nach lingerem Verweilen 
der zentrifugierten Lésung bei —10° konnten weitere 0,1609 mg Insulin ab- 
geschieden werden. Insgesamt wurden also 0,6551 g = 65,5°/, der eingesetzten 
Insulinmenge gewonnen. Zu Versuchszwecken gelést 200 mg in 200 ml waBriger 
Lésung bei py 2,2. 

Darstellung von D 3: Ausgangslésung 1,5 g Insulin (Kristallinsulin Hormon- 
Chemie, Miinchen; 1 mg = 23 i.E.) in 300 ml n/100-Salzsiure + 375 ml Aceton. 
py-Wert 2,7 mit n/10-Natronlauge eingestellt auf py 8,0. Reaktionstemperatur 
20°. Umgesetzte BrPhg-Menge 172 mg BrPhg (0,6 mMol/l g Insulin); R = 1,2. 
Ausbeute an lufttrockenem Praparat 0,7738 g = 51,4°/, der eingesetzten Insulin- 
menge. Zu Versuchszwecken gelist 200 mg in 200 ml waBriger Lésung bei py 2,3. 

In Ubereinstimmung zu unseren Beobachtungen bei Phosgen verhielten sich 
auch hier die Ausbeuten umgekehrt proportional zur eingesetzten BrPhg-Konzen- 
tration. 

Aufarbeitung des Riickstandes: 

Aus der Reaktionslésung des Derivats D3 fielen nach dem Entfernen des 
Acetons im Vakuum etwa 200 mg Insulin aus, das die allgemeinen Eigenschaften 
wie die Derivate C 22 bis C 24 zeigte. Zu Versuchszwecken gelést 44,4 mg in 5U ml 
waBriger Lésung bei py 7,5. Das Derivat wurde mit D 4 bezeichnet. 
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Die Testung dieser vier Insulinderivate am Kaninchen (Tab. 6) 
ergab mit Ausnahme von D 4 keinen sicheren Anhalt fiir Inaktivierung ; 
die Abweichungen zwischen D, und seinem Vergleichsinsulin méchten 
wir wegen starker Streuungen nicht fiir real ansehen. Am Diabetiker 
zeigten die Insulinderivate einen mittellangen Wirkungstyp (Tab. 7 
und 8). 


Tab. 6. Ausgangswert-Unterschreitungsflachen der BrPhg-Derivate D1, D2, D3 
und D 4 sowie der entsprechenden Ausgangsinsuline. 




















Ausgangs- Vergl. I. Vergl. I. Vergl. I. Vergl. I. 
wert-Unter- zuDi D2 zu D2 Ds zuD 3 Dé mD4 
schreitungs- 

flichen 2.777,0 | 2.664,0 2.607,0 3.042,0 2.825,0 2.689,0 2.277,0 2.675,0 











Das Derivat D 1 wurde an 16 Diabetikern gegen verschiedene Verzégerungs- 
insuline getestet. In Tab. 7 sind die Mittelwerte und ihre mittleren Fehler von 
7 Tagesprofilen mit zweimaliger Injektion am Tag (23,4 und 10,9 E — a) und von 
9 Tagesprofilen mit einmaliger Injektion (21,6 E — b) dargestellt, die mit den 
in Tabelle 4 niedergelegten Befunden verglichen werden kénnen. 


Tab. 7. Mittelwertskurven des BrPhg-Derivats D 1. 





























Unter- 
suchungs- 
zeit- 7h 10h39’ 12h 16h igh ggh 4h 7h 
punkt 
a) 218 +28,3] 166+18,3] 171+21,0] 218 +. 11,6] 253417,3 | 191+18,3] 179411,4]215+21,2 
b) 212412,3| 1414+24,1| 156+ 16,3| 161+4+15,8| 220+ 19,3 | 262+13,9] 237+.19,1|205 +-15,5 








Eine ahnliche Wirkung zeigten die Derivate D 2 und D 3, welche an 11 bzw. 
10 Zuckerkranken gepriift wurden. Als Belege bringen wir in Tab. 8a die Beob- 
achtungen bei Vpn. 1358 (je 16 E D1, D 2 und PZ Novo), in Tab. 8b die Kurven- 
verlaufe von Pat. 1117 (je 22 + 8E D1, D2 und PZ Novo) sowie in Tab. 8c die 
Blutzuckertagesprofile von Pat. 973 (je 28+ 8E Neo Degewop und D3) und 
in Tab. 8d die Beobachtungen bei Pat. 1457 (je 18 E Depot Horm und D 3). 

Das Insulinderivat D4, welches im Kaninchentest (Tab. 6) méglicherweise 
partielle Inaktivierung zeigte, liefert auch hiermit iibereinstimmende klinische 
Ergebnisse. Tab. 8e bringt die Kurvenverliufe von Vpn. 1208 (je 24+ 14E D4 
und C 18). 


Tab. 8. Blutzuckertagesprofilwerte der BrPhg-Derivate D1, D2, D3 und D4 
sowie der Insuline PZ Novo, Neo Degewop und Depot Horm. 




















Untersuchungszeitpunkt: | 7h | 10430" | 12h | 16h | 18h | 22h | 24m | 7h 

a) D1 192 | 69 | 82] 162 | 215 | 279 | 249 | 150 

D2 198 | 71 | 117 | 137 | 223 | 241 | 176 | 173 

PZ Novo 134 | 202 | 262 | 204 | 203 | 241 | 163 | 157 

b) Dl 179 | 142 | 142 | 199 | 214 | 216 | 192 | 190 

D2 185 | 174 | 146 | 194 | 288 | 187 | 187 | 173 

PZ Novo 166 | 229 | 216 | 256 | 237 | 206 | 216 | 160 

ce) D3 204 | 186 | 182 | 112 | 204 | 145] 75 | 145 

Neo Degewop 196 91 86 | 114 | 177 | 261 | 117 | 231 

d) D3 134] 81 | 90 | 168 | 150] 201} — | 145 

™epot Horm 153 | 126 | 125 | 77 | 119 | 100 | 100 | 124 

e) D4 314 | 304 | 299 | 262 | 321 | 339 | 328 | 330 
C18 303 | 264 | 239 | 268 | 341 | 261 
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Die unter II gebrachten Sedimentationsdiagramme von Norrmal- 
und Phg-Insulin sprachen dafiir, daB die Reaktion im wesentlichen 
durch intramolekulare Verkniipfungen erklirt werden mu. Die 
folgenden Untersuchungen sollen einen weiteren Beitrag hierzu liefern. 
Nach Gutfreund?? hingt das Molekulargewicht des Insulins von der 
Wasserstoffionenkonzentration seiner Lésungsflissigkeit ab. Bei py 7,2 
liegen Molekiile vom Gewicht 48000 vor, mit steigender Wasserstoff- 
ionenkonzentration tritt zunehmend Dissoziation ein, so daB bei py 2,2 
Molekiile vom Durchschnittsgewicht 12000 gefunden werden. Diese 
sind als Untereinheiten des Insulinmolekiils anzusehen. In Abb. 4 
sind von Altinsulin und seinem BrPhg-Derivat D1 die Wanderungs- 
geschwindigkeiten in der Ultrazentrifuge, die wir jeweils bei pg 7,2 
und 2,2 fanden, aufgetragen. Danach bleibt der Zerfall in Unter- 
einheiten nach Behandlung des Insulins mit BrPhg aus *. 
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Abb. 3. Wanderungsgeschwindigkeiten in der Ultrazentrifuge (50000 Um- 

drehungen/min) von Altinsulin, m/10-Na,HPO, und m/10-KH,PO,, py 7,25. 1-proz. 

Lésung (1), von Altinsulin, 1-proz. Lésung in einem Puffergemisch von 0,098-m. 

Citronensiure, 0,004-m. Na,HPO,, 0,02-m. NaCl, py 2,2 (2), von Derivat D1 

in vorstehender saurer Lésung (3). Ordinate: Komparatorteilstriche. Abszisse: 
Zeit in Minuten. 


Die schwersten Molekiile des Insulinderivats wandern bei pq 2,2 ebenso 
schnell wie die Molekiile von Altinsulin bei pq 7,2, so daB den ersten ein Mol.-Gew. 
von 48000 zukommen diirfte. Die Aufrechterhaltung dieses Molekulargewichts 
— im sauren Milieu kann durch Verkniipfung von 4 Untereinheiten erklart 
werden. 

Im Experiment mit D1 ist die vorderste Skalenstrichverschiebung, deren 
Wanderung in Kurve 3 der Abb. 3 dargestellt ist, von einer breiten Zone einer 
Skalenstrichverschiebung gefolgt, die von Molekiilen mit geringerer Wanderungs- 
geschwindigkeit herriihrt. Es sind also auch Verknipfungen von weniger als 
4 Untereinheiten anzunehmen. 


27 H. Gutfreund, Biochem. J. 42, 156, 544 [1948]. 
28 Wir danken der Forschungsanstalt Insel Riems fiir die freundliche Bereit- 
stellung der Ultrazentrifuge. 
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Der isoelektrische Punkt des Insulins liegt nach den sehr unter- 
schiedlichen Angaben der Literatur im Gebiet zwischen pg 4,5 bis 6,5. 
Behandlungsweise und Reinheitsgrad des Insulins sind dabei nicht ohne 
EinfluB. Die Reaktion der freien Aminogruppen des Insulins mit 
Saurehalogeniden bedingt einen Verlust an Basizitaét gegenitiber dem 
Ausgangsinsulin, der sich in einer Verschiebung des isoelektrischen 
Punktes nach der sauren Seite der p,-Skala hin zu erkennen gibt 
(Tab. 9). 






































Tab. 9. 
‘ mMol BrPhg |py-Ausgangs- , 
Praparat pro 1g Ins. secs py-Derivat A py 
Di 0,2 6,75 6,45 — 0,30 
D2 0,4 6,60 6,00 — 0,60 
D3 0,8 7,25 6,45 — 0,83 
ry 
4p,,09 = 
= 504 
06- g 
§ 
<= 
03+ S$ 454 
3 
B 
0 y z 
& 40 : : 4 
Q2 Qu wd 02. Ob 06 
ss ___ mMol coBr, 
9 g Insulin 
Abb. 4. Abb. 5. 


Abb. 4. Ordinate: Apy. Abszisse: mMol BrPhg/g Insulin. 


Abb. 5. Ordinate: Relative Streulichtintensitat (gemessen im Pulfrich-Stufen- 
photometer mit Nephelometereinrichtung. Griinfilter S 53, Mattglasscheibe 4). 
Abszisse: mMol BrPhg/g Insulin. 


Die Verschiebung des i.e.P. hingt im untersuchten Bereich an- 
nahernd von der Menge des zur Reaktion gebrachten BrPhg ab (Abb. 4). 

Entsprechend dieser Verschiebung des i.e.P. tritt mit zunehmender 
BrPhg-Konzentration in der Reaktionslésung eine verstarkie Léslich- 
keit der BrPhg-Derivate in Erscheinung, wie wir sie schon bei den 
Phg-Derivaten beschreiben konnten. Dies dufert sich u.a. darin, 
daB am i.e.P. die Triibungsintensitaten in der Reihe von D1 nach D3 
abnehmen, d.h. der BrPhg-Konzentration (annihernd linear) um- 
gekehrt proportional sind (Abb. 6). 


Kristallisationsversuche 


Die Insulinderivate fielen durch die isoelektrische Fallung amorph 
an. Unter den Bedingungen der Kristallisation von Altinsulin gelang 
es, das Derivat D1 in kristalliner Form zu erhalten. 
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Zu 65 ml einer Sérensen-Pufferlésung (prim. K-Phosphat/sek. Na-Phosphat 
m/15) vom py 7,15 wurden 2,5 ml n-Salzsiure, danach eine Lésung von 150 mg 
Insulinderivat D1 in 5 ml n-Salzsiure und 1,8 ml einer 0,5-proz. Zinkchlorid- 
Lésung (ber. auf wasserfreies Zinkchlorid) gegeben. Das Gemisch vom py 3, auf 
100 ml mit Wasser aufgefiillt und mit 12 ml Aceton versetzt, wurde nach Erwirmen 
im Wasserbad auf 45° mit »-Ammoniak auf py 6 eingestellt. Dabei fiel bereits 
Insulin aus. Nach eintagigem Stehenlassen bei Zimmertemperatur und _ vier- 
tagigem Aufbewahren im Eisschrank bei 0° hatte sich ein feinkérniger Nieder- 
schlag gebildet. Abb. 6 zeigt das Derivat D1 in normalem Licht, Abb. 7 unter 
gekreuzten Polarisationsfiltern. 


Besprechung der Ergebnisse 


Unsere Versuche zielten darauf ab, durch Behandlung des Insulins 
mit einem bifunktionellen Reaktionspartner Insulinderivate zu ge- 
winnen, welche den Charakter eines Verzégerungsinsulins besitzen. 

Wir gingen von Hexamethylen-di-isocyanat (HDI) aus; es war be- 
kannt, daB Isocyanate mit Insulin bevorzugt an dessen Aminogruppen 
reagieren, und daf es je nach Menge des zur Reaktion gebrachten Iso- 
cyanats zur Verzégerung der biologischen Wirkung (Resorptionshem- 
mung) oder zur Inaktivierung kommt. 

Bei Anwendung des bifunktionellen HDI fanden wir diese Be- 
funde bestitigt. Die Neigung, partiell inaktive Derivate zu bilden, 
war ziemlich groB, so daB wir bei unseren spiteren Versuchen zu anderen 
bifunktionellen Verbindungen iibergingen; eine gewisse Bedeutung 
kam tibrigens auch der Wasserstoffionenkonzentration des Reaktions- 
mediums im Sinne einer héhergradigen Inaktivierung bei starker 
alkalischem py zu. 

Fiir unsere spiteren Versuche wahlten wir als bifunktionelle Ver- 
bindungen Kohlensiéuredichlorid (Phg) und Kohlenséuredibromid 
(BrPhg). Auch mit diesen Dihalogeniden lieBen sich Insulinderivate 
mit Verzégerungseffekt gewinnen, wobei héhere Molariquivalente zur 
Reaktion gebracht werden konnten, bevor es zur partiellen Inakti- 
vierung des Insulins kam. 

Wie aus Kaninchenversuchen mit intravendser Gabe aller unserer 
Insulinderivate hervorgeht, tritt die Wirkungsverzégerung, die bei 
subcutaner Anwendung am Zuckerkranken festzustellen ist, nicht ein, 
wenn das Priparat unmittelbar in das strémende Blut gegeben wird. 
Die Verzégerungswirkung ist also — wie auch bei den iibrigen bisher 
bekannten Speicherpriparaten — an die Applikationsart gebunden. 
Ein einfacher Zusammenhang mit der Léslichkeit unserer Derivate 
kann nicht bestehen, da diese mit steigender Menge Reagens (gepriift 
an BrPhg) leichter léslich werden und ihr i.e.P. sich nach der sauren 
Seite verschiebt. 

Sofern eine oder beide Gruppen des bifunktionellen Systems nicht 
mit einem anderen Lésungspartner (z. B. Wasser) reagieren, kommt es 
zu Reaktionen mit Insulin, sei es im Sinne einer intramolekularen, 
sei es im Sinne einer intermolekularen Koppelung, wie sie vor allem 
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aus der Kunstfaserchemie bekannt ist. Nach Sanger?® besteht das 
Insulinmolekiil vom Mol.-Gew. 48.000 aus vier Untereinheiten von je 
12.000. Bifunktionelle Reaktionspartner kénnen zwei, drei oder auch 
vier der sonst locker durch Wasserstoffbriicken zusammengehaltenen 
Untereinheiten fest aneinander koppeln, wobei annahmsweise die 
Aminogruppen des Insulinmolekiils reagieren; deren Reaktion ist zum 
mindesten bis zu gewissem Grade ohne Inaktivierung des Insulins 
méglich. 

Bei unserer 1. Versuchsgruppe (HDI) hatten wir Ultrafiltrate bei 
verschiedener PorengréBe der Filter hergestellt. Hierbei zeigte sich im 
Vergleich zwischen Ausgangsinsulin und Derivat, daB von letzterem 
jeweils eine geringere biologisch-wirksame Quote ins Filtrat itiberging 
als bei ersterem. Hieraus war zu schlieBen, daB ein Teil der Molekiile 
in gréBerem aktiven Querschnitt vorliegt. Ubrigens ergab sich der 
Nebenbefund, daB nicht Ultrafiltration per se inaktivierend wirkt. 


Bei der 2. Versuchsgruppe (Phg) standen uns mit der Ultrazentrifuge 
gewonnene Sedimentationsdiagramme eines Derivats und seines Aus- 
gangsinsulins zur Verfiigung. Es zeigte sich, daB bei Reaktion mit Phg 
einerseits Insulinmolekiile gréBeren und kleineren Molekulargewichts 
in vermehrtem Umfang auftraten als es der Normalverteilung (wie sie 
beim Ausgangsinsulin gewonnen wurde) entsprach, andererseits auch 
in etwa 10% eine deutlich héhermolekulare Komponente entstanden 
war. Aus diesen Versuchen ist zu schlieBen, daB die gewonnenen Derivate 
in der Hauptsache auf innermolekularen Koppelungen beruhen miissen, 
waihrend VergroéBerungen iiber 48.000 hinaus nur in geringer Quote 
anzunehmen sind, deren biologische Aktivitat im iibrigen zweifelhaft ist. 


Ausgehend von den Untersuchungen Gutfreunds”’ iiber die Be- 
ziehungen zwischen pg der Lésungsfliissigkeit und Molekulargewicht 
haben wir die Sedimentationsgeschwindigkeit gewdhnlichen Insulins 
und eines Derivats (BrPhg-Insulin) in der Ultrazentrifuge bei ver- 
schiedener Wasserstoffionenkonzentration untersucht. Hierbei zeigte 
sich, daB bei einem deutlichen Anteil des BrPhg-Insulins die in saurem 
Milieu zu erwartende Dissoziation in Untereinheiten (12.000) vermiBt 
wird, womit der Tatbestand einer innermolekularen Verkniipfung im 
Sinne einer festeren Koppelung der Untereinheiten, als es durch die 
Wasserstoffbriicken der Fall ist, gesichert ist. Es ist somit gelungen, 
durch Behandlung des Insulins mit bestimmten bifunktionellen Re- 
aktionspartnern, intramolekulare Koppelungen hervorzurufen, die sich 
vor allem durch Inhibierung der Dissoziation in saurem Milieu in 
Untereinheiten nachweisen lassen. Daneben entstehen, wahrscheinlich 
nur bei hoher Konzentration des Reaktionspartners, auch in geringem 
Umfange intermolekulare Verkniipfungen. Insulinderivate mit Koppe- 
lungen zwischen den einzelnen Polypeptidketten entfalten bei sub- 
cutaner Gabe eine verzégerte biologische Wirkung. Die so gewonnenen 
Depotpraparate gehéren zum kirzer bis mittellang wirksamen Typ. 
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Beziiglich zeitlichem Eintritt des Wirkungsoptimums und dessen Aus- 
dehnung gleichen sie anderen Handelspriparaten. 

SchlieBlich ist es gelungen, ein BrPhg-Insulin zur Kristallisation 
zu bringen, was das Reaktionsprodukt als Insulinderivat bestiatigt und 
zu weiterem praparativem Vorgehen eine reine und konservierbare 
Ausgangssubstanz schafft. 


Zusammenfassung 


1. Durch Behandlung des Insulins mit bifunktionellen Reaktions- 
partnern (Hexamethylen-di-isocyanat, Kohlenséiuredichlorid, Kohlen- 
siuredibromid) lassen sich Derivate gewinnen, welche nach subcutaner 
Gabe den Charakter von kirzer bis mittellang wirksamen Verzégerungs- 
insulinen aufweisen. 

2. Werden héhere Molariquivalente der bifunktionellen Partner 
zur Reaktion gebracht, kommt es zur partiellen Inaktivierung des 
Insulins, besonders ausgesprochen beim Hexamethylen-di-isocyanat ; 
gewisse Beziehungen bestehen auch zur Wasserstoffionenkonzentration 
des Reaktionsmediums. 

3. Die bifunktionellen Partner reagieren annahmsweise bevorzugt 
mit den Aminogruppen des Insulinmolekiils, wobei entweder inter- 
molekulare Koppelungen oder intramolekulare Verkniipfungen zwischen 
2—4 Untereinheiten des Insulinmolekiils méglich sind. 

4. Vergleichende Untersuchungen zwischen Ausgangsinsulin und 
Derivat (Ultrafiltration, Sedimentationsdiagramm, Sedimentations- 
geschwindigkeit bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration in 
der Ultrazentrifuge) ergeben, daB nur zu einem kleinen Teil die erste, 
zu einem gréBeren die zweite Méglichkeit als Reaktionsergebnis eintritt. 

5. Unter Bedingungen der Kristallisation von Altinsulin la8t sich 
auch ein solches Derivat in kristalliner Form gewinnen. 









H. G. Lasch und L. Roka, Bd. 294 (1953) 


Zur Prothrombinbildung in der Leber 
Von 
H. G. Lasch und L. Roka 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1953) 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


Die Untersuchungen von Owren, Quick, Seegers, Koller, 
de Vries, Alexander und Goldstein! haben gezeigt, daB Prothrombin 
einen Komplex aus mindestens drei Komponenten darstellt, namlich 
Prothrombin, Acceleratorglobulin und Faktor VII. Alle drei sind 
Globuline, die viele physiko-chemische Eigenschaften gemeinsam haben. 
Wie sie jedoch entstehen und ob sie genetisch miteinander verkniipft 
sind, ist noch ungeklart. 

Nach klinischen Erfahrungen werden Prothrombin, Accelerator- 
globulin und Faktor VII in der Leber gebildet, wozu Vitamin K offenbar 
unerlaBlich ist. Wie das Vitamin angreift, ist noch ungewiB, obwohl 
die gerinnungshemmende Wirkung der Dicumarolderivate darauf hin- 
deuten, daB sie- als strukturanaloge Verbindungen mit Vitamin K 
konkurrieren2, ~ 

Soweit uns bekannt ist, hat man bisher noch nicht versucht, den 
Mechanismus der Prothrombinbildung in der Leber in vitro aufzukliren. 
Bei Durchstrémung von Rattenleber mit Dicumarolblut hat Lupton® 
gefunden, da nach der Durchstrémung der Gehalt an Prothrombin 
zugenommen hat. Unsere vor drei Jahren begonnenen Untersuchungen 
haben gezeigt, daB die Gerinnungsaktivitaét im Leberhomogenat nach 
Bebriitung ansteigt. Fraktioniert man dieses Leberhomogenat, dann 
bildet nur die Mitochondrienfraktion Prothrombin, jedoch erst, wenn 
ihr ein verwertbares Substrat zugesetzt wird. Dabei ist die Wasserstoff- 
ionenkonzentration von p, 7,9 optimal (Abb. 1). Weiterhin findet man 
gewisse Unterschiede je nach den Lésungen, in denen die Leber homo- 
genisiert und die Mitochondrien aufgearbeitet werden. So erweisen 
sich physiologische Kochsalzlésung, Serum und 0,25-m. Rohrzucker- 
lésung als etwa gleichwertig, wahrend in 10°, Glycerin aufgearbeitete 
Mitochondrien weniger Gerinnungsaktivitit entstehen lassen. Auch die 
Konzentration des Leberhomogenates im Ansatz spielt eine Rolle. 
Wie aus Abb. 2 ersichtlich wird, nimmt die Geschwindigkeit der Pro- 


1 P. Owren, Acta med. scand., Suppl. The coag. of Blood, Oslo 1947; A. J. 
Quick, Amer. J. Physiol. 151, 63 [1947]; W. Seegers, J. physic. Colloid Chem. 
51, 198 [1947]; J. biol. Chemistry 174, 165 [1948]; F. Koller, A. Loeliger u. 
F. Duckert, Acta hamatolog. 6, 1 [1951]; A.de Vries, B. A. Alexander u. 
R. Goldstein, Blood 8, 247 [1949]. 

2 K. Felix, I. Pendl, P. Pin u. L. Roka, diese Z. 284, 185 [1949]; A. J. 
Quick u. C.Collentine, Amer. J. med. Sci. 222, 7 [1951]; A. J. Quick u. 
C. Collentine, Amer. J. Physiol. 164, 716 [1951]. 

% A.M. Lupton, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 89, 306 [1947]. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Abhangigkeit der Prothrombin (PTB)-Bildung vom py. Gebildete PTB- 

Menge, berechnet nach der Formel von Legler, nach 40 min Inkubation bei 37° 

in Sauerstoff. Ansatz: 0,5 Mitochondriensuspension, 4,0 ml partikelfreier Uber- 
stand, 1,0 ml m/10-Veronalpuffer, 0,5 ml Na-Oxalat, 0,1 ml Synkavit (1 mg). 


Abb. 2. Bildung des PTB-Komplexes durch verschieder konzentrierte Leber- 
homogenate. Die Prozentzahlen beziehen sich auf die Menge Leber in 100 Tin. 
Homogenat. Ansatz und Berechnung wie bei Abb. 1. 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. PTB-Bildung unter Sauerstoff und Stickstoff. Ansatz und Berechnung 
wie bei Abb. 1. 


Abb. 4. Typische Veranderung der Gerinnungsfaktoren bei Inkubation von 
partikelfreiem Leberiiberstand mit Mitochondrien bei 37° in Sauerstoff. Ansatz 
und Berechnung wie in Abb. 1. 


thrombinbildung mit steigender Konzentration zu, wahrend die ge- 
bildete Menge bei 15-proz. Lebersuspension ein Optimum durchlauft. 
Die Prothrombinausbeute ist in Sauerstoffatmosphire (Abb. 3) am 
gréBten, aber auch unter Stickstoff noch méglich. Nach Erhitzen tiber 
50° verlieren die Mitochondrien ihre Aktivitaét irreversibel, dagegen 
bleiben sie auch nach mehrmaligem Einfrieren aktiv. 
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Als geeignete Substrate, aus denen Mitochondrien Prothrombin 
bilden kénnen, erweisen sich gealtertes Humanserum und der partikel- 
freie Uberstand des Leberhomogenates. In beiden ist das Substrat in 
der Globulinfraktion enthalten. Untersucht man unter optimalen 
Bedingungen die Einwirkung der Mitochondrien auf den partikelfreien 
Uberstand, so erhalt man Verlaufskurven, wie sie in Abb. 4 dargestellt 
sind. Zunachst nehmen alle Komponenten des Prothrombinkomplexes 
zu. Im weiteren Verlauf wird nur mehr Prothrombin gebildet, wahrend 
Faktor VII abnimmt. Behandelt man den partikelfreien Uberstand 
mit Bariumsulfat, dann wird das Substrat daran adsorbiert und 1aBt 
sich mit 1-proz. Natriumcitrat wieder eluieren. Auch aus dem Serum 
1aBt sich das Substrat auf die gleiche Weise abtrennen. Vom Barium- 
sulfat ist bekannt, daB es Prothrombin teilweise, Faktor VII aber 
quantitativ adsorbiert. So zeigen auch unsere Versuche, daB im so- 
genannten Bariumsulfatplasma wohl noch Prothrombin und die 
urspriingliche Menge Acceleratorglobulin enthalten sind, daB aber 
Faktor VII quantitativ entfernt ist. Wie sich nachweisen laBt, ist in 
gealtertem Humanserum und auch im partikelfreien Uberstand des 
Leberhomogenates praktisch kein Prothrombin, dafiir aber Faktor VII 
enthalten. Setzt man nun als Substrat eine Lésung von Faktor VII, 
hergestellt nach Koller!, zu, so beobachtet man (Abb. 5 und 6) einen 
Anstieg von Prothrombin, dem eine Abnahme der Faktor VII-Konzen- 
tration parallel geht. Die Prothrombinausbeute hingt von der zu- 
gesetzten Menge Faktor VII ab (Abb.7). Diese Tatsache und die 
chemische Ahnlichkeit von Prothrombin und Faktor VII lassen ver- 
muten, daB Faktor VII das Substrat ist, aus dem die Mitochondrien 
Prothrombin bilden. 

Wie aus den Erfahrungen in vivo zu erwarten war, fordert Vitamin K 
auch in vitro die Prothrombinbildung. Mit zunehmender Menge 
Vitamin K wird zwar mehr (Abb. 8), aber nicht schneller Prothrombin 
gebildet. Auch ohne zugesetztes Vitamin K entsteht Prothrombin, 
weil die Mitochoudrien wahrscheinlich bereits das Vitamin enthalten. 
Wird dem Reaktionsansatz nach 30 Min. erneut Vitamin zugesetzt, 
dann steigt die Prothrombinausbeute nicht weiter an, waihrend der 
Zusatz von Mitochondrien oder auch Substrat zum selben Zeitpunkt 
die Ausbeute erhdht. Daraus geht hervor, daf Vitamin K im Verlaufe 
der Reaktion weder verbraucht noch inaktiviert wird. Das wasserlés- 
liche Synkavit wird bei gleicher Dosierung von einem fettléslichen 
VitaminK-Praparat (Roussel, Paris) und dem natiirlichen Vitamin 
K, tbertroffen‘. 

Uberraschenderweise 148t sich in unseren Versuchen die Pro- 
thrombinbildung durch Dicumarol nicht hemmen. Auch kann man 
dabei keinen Antagonismus zwischen Dicumarol und Vitamin K er- 


‘ Fir Uberlassung von Synkavit und Vitamin K, danken wir der Firma 
Hoffmann-La Roche. 
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Abb. 5. Abb. 6. 


Abb. 5. Verlauf der PTB-Bildung und der Abnahme von Faktor VII bei Inkubation 

von Mitochondrien mit einer Faktor VII-Lésung bei 37° in Sauerstoff. Ansatz: 

0,5 ml Mitochondriensuspension, 5,0 ml Faktor VII-Lésung, 0,5 ml m/10-Na- 
Oxalat, 0,1 ml Synkavit (1 mg). 


Abb. 6. PTB-Bildung ohne und mit Zusatz von Faktor VII. Ansatz: 0,5 ml 
Mitochondriensuspension, 5,0 ml physiol. NaCl-Lésung, 0,5 ml m/10-Na-Oxalat, 
0,1 ml Synkavit (1 mg). Nach 60 min 5,0 ml Faktor VII-Lisung zugesetzt. 
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Abb. 7. Abb. 8. 


Abb. 7. PTB-Konzentration nach 40min Inkubation abhangig von der zu- 
gesetzten Menge Faktor VII. Ansatz wie in Abb. 5. 


Abb. 8. PTB-Bildung bei Zusatz steigender Synkavitmengen. Ansatz und Be- 
rechnung wie bei Abb. 1, nur verschiedene Synkavitkonzentrationen. Abszisse: 
Synkavit-Konzentration. 
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kennen. Dagegen sind die Lebermitochondrien von Ratten, die in vivo 
so hohe Dosen Dicumarol erhalten hatten, daB der Prothrombinspiegel 
praktisch auf Null abgesunken war, nicht mehr in der Lage, Prothrombin 
zu bilden, auch nicht bei Zusatz von Vitamin K. 


Die vorliegenden Versuche erlauben den SchluB, daB die Mito- 
chondrien der Leber aus Faktor VII gemeinsam mit Vitamin K Pro- 
thrombin bilden und das gebildete Prothrombin nicht wieder inakti- 
vieren. Die beiden Globuline sind miteinander verwandt, und es kénnen 
nur geringe Unterschiede im Molekiil sein, die das verschiedene bio- 
logische Verhalten von Prothrombin und Faktor VII im Gerinnungs- 
ablauf bedingen. 


Diese Befunde setzen voraus, da der Leber Faktor VII zur Ver- 
fiigung steht. Wahrscheinlich kann die Leber selbst Faktor VII syntheti- 
sieren, doch kénnte er ihr auch aus der Peripherie zustrémen. Dafiir 
wiirde sprechen, da8B nach der Gerinnung im Serum mehr Faktor VII 
ist als im ungeronnenen Plasma, wihrend dabei das Prothrombin ab- 
genommen hat®. Nach Seegers® wird bei der Gerinnung Prothrombin 
mit einem Mol.-Gew. von etwa 65000 in vier verschiedene Komponenten 
aufgespalten. Eine davon ist Thrombin mit einem Mol.-Gew. von etwa 
18000. Eine andere kénnte Faktor VII sein. Damit aber der Leber 
stindig Faktor VII angeboten wird, miiBten laufend Spuren von Pro- 
thrombin in Thrombin umgewandelt werden und dabei Faktor VII 
entstehen. DaB dabei die gebildeten Gerinnungsfaktoren nur fiir kurze 
Zeit und in geringer Menge aktiv sind, wird durch das Gleichgewicht 
von gerinnungsférdernden und gerinnungshemmenden Faktoren unter 
normalen Bedingungen garantiert. Das gleichzeitig dabei entstehende 
Fibrin kénnte als diinner Film auf den Capillarwainden aufgelagert 
werden und auf diese Weise eine wichtige Rolle bei der Regulation der 
Diffusion spielen’. Diese ,,latente Gerinnung‘’ wiirde auch zwanglos 
das laufende Verschwinden der Gerinnungsfaktoren aus dem Blute 
erklaren. 


Die Umwandlung von Prothrombin in Faktor VII in der Peri- 
pherie und die Zuriickverwandlung in der Leber stellen dann einen 
Kreis dar, der ihnlich anderen biologischen Cyclen die Leber als zentrale 
Regulationsstelle in sich schlieBt. 


Die aufgefundenen genetischen Beziehungen zwischen Prothrombin 
und Faktor VII diirften dazu beitragen, die Lehre vom Gerinnungs- 
mechanismus wieder etwas zu vereinfachen, nachdem die Entwicklung 
der letzten Jahre unser Bild vom Gerinnungsgeschehen immer kompli- 
zierter und uniibersichtlicher werden lie. 


5 H.G.Lasch u. L. Roka, unverdéffentlicht. 
6° W. Seegers, The Harvey Lectures, Series 47, 180, New York 1953. 
7 L. Roka, Vortrag, gehalten v. d. Med. Gesellschaft, Frankfurt 1950. 
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Beschreibung der Versuche 


1. Gewinnung von Mitochondrien 


Schweine- oder Rattenleber wird im Verhaltnis 1:10 mit 0,25-m. Rohrzucker- 
lésung verdiinnt, im Starmix homogenisiert, durch ein Mulltuch geseiht und das 
Filtrat in der gekithlten Spinco-Zentrifuge bei 150g (ber. auf den Tubenboden) 
10 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wird 30 Min. bei 20000 g zentrifugiert. Dabei 
sedimentieren die Mitochondrien, die in 0,25-m. Rohrzuckerlésung homogenisiert 
und erneut bei 20000g 30min zentrifugiert werden. Das Sediment, das nun 
gereinigte Mitochondrien enthalt, wird in Rohrzuckerlésung homogenisiert und 
eingefroren. 

Der Uberstand wird 60 min bei 140000 g zentrifugiert und der dabei gebildete 
klare Uberstand als Substrat verwendet. 


2. Versuchsanordnung 


Ansatz: In ein ReaktionsgefaB, das auf 37° konstant gehalten wird, werden 

gegeben: 

0,5 cem Mitochondriensuspension, 

5,0 ccm Substratlésung, 

0,5 com m/10-Natriumoxalat, 

0,1 com Synkavit (1 mg) bzw. entspr. Mengen der anderen Vitamin K- 

Praparate. 

Zu Beginn wird dem Reaktionsgemisch eine Probe entnommen und in dieser neben 
der Gesamtgerinnungsaktivitét (Ein- und Zweiphasenmethode) der Gehalt an 
Prothrombin, Acceleratorglobulin und Faktor VII nach Koller! bestimmt 
(O-Wert). 

Bei 37° wird das Reaktionsgemisch unter Einleiten von Sauerstoff in einer 
Schiittelapparatur inkubiert. In Abstainden von 10 min werden Proben entnommen, 
in denen wie beim O-Wert die Gerinnungsfaktoren bestimmt werden. Die Ansatze 
werden nach den gewiinschten Versuchsbedingungen variiert. 


Zusammenfassung 


Ks wird tiber Versuche berichtet, die zeigen, daB Lebermitochondrien 
Prothrombin bilden; am besten bei p,, 7,9 und in Sauerstoffatmosphiare. 
Die Ausbeute an Prothrombin hiangt dabei von der verfiigbaren Menge 
Faktor VII und Vitamin K ab. Mit der Prothrombinbildung nimmt 
der Faktor VIT ab. 


Die sich daraus fiir den Gerinnungsmechanismus ergebenden 
Gesichtspunkte werden kurz besprochen. 
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Enzymatische Umwandlungen von Steroiden 
ill. Mitteilung 


Uber die Einfiihrung der 11-Oxygruppe und die Reduktion 
der 11-Ketogruppe durch die Leber 
Von 
D. Amelung, H. J. Hiibener und L. Roka 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. Main 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. August 1953) 


In der ersten Mitteilung! haben wir die enzymatischen Leistungen 
von Leber und Nebenniere (NN) verglichen und gezeigt, daB Leber- 
Homogenate oxydativ und reduktiv am C-Atom 11 der NN-Steroide 
angreifen. Besonders hoch waren hierbei die umgewandelten Mengen bei 
den NN-Rinden-Steroiden mit einer 17-Oxy-Gruppe, also bei der Um- 
wandlung von Kendalls Compound E[A#-Pregnen-ol-(17.21)-on- 
(3.11.20)] in Kendalls Compound F [4 4-Pregnen-ol-(11.17.21)-on- 
(3.20) ]* und von Reichsteins Substanz » (4 4-Pregnen-ol-(17.21)- 
on-(3.20)] in Kendalls Compound F? *. In dieser Mitteilung berichten 
wir tiber den Reaktionsverlauf dieser Umwandlungen in Leberhomoge- 
naten und deren Lokalisation in der Leberzelle. 


Wir haben auf vergleichende Untersuchungen an NN-Homogenaten verzichtet, 
da fiir die 11-Oxydation durch NN-Homogenate in letzter Zeit besonders von 
Kahnt und Wettstein* und von Hayano und Dorfman’ ausfiihrliches Schrift- 
tum vorliegt. — Die Reduktion der 11-Ketogruppe la8t sich an NN-Homogenaten 
aus zweierlei Griinden schlecht verfolgen: 1. sind die Ausbeuten bei dieser Reaktion 
in der NN-Rinde relativ gering (7°, des eingesetzten Comp. E), 2. ist das Reaktions- 
produkt, Comp. F, schon im NN-Leerwert enthalten, was die Genauigkeit der 
Analyse beeintrachtigt. 


Ergebnisse 
Aktivierende Zusatze 


Um zu priifen, ob die Ausbeute der Umwandlungen durch akti- 
vierende Zusatze verbessert werden kann, haben wir untersucht, wie- 
viel des eingesetzten Steroids unter der Einwirkung verschiedener Ver- 
bindungen in Comp. F umgewandelt wird. Als Vergleich diente das unter 
gleichen Bedingungen bebriitete Leber-Homogenat ohne Zusatze. — 
Wie aus Tab. 1 hervorgeht, verbessern Citronensiure, Bernsteinsiure, 
Ascorbinséure, DPN (Cozymase) und Mg’’-Ionen beide Reaktionen. 

Diese Substanzen wurden einer Reihe von Ansitzen gemeinsam zu- 
gegeben und werden im folgenden als ,,Gesamizusitze“ bezeichnet. 


1H. J.Hiibener u. D.Amelung, diese Z. 298, 126 [1953]. 

2 D. Amelung, H.I. Hiibener, L. Roka u. G. Meyerheim, Klin. Wschr. 
81, 386 [1953]. 

°C. A. Fish, M.Hayano u. G. Pincus, Arch. Biochemistry Biophysics 
42, 480 [1953]. 

4F.W. Kahnt u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 84, 1790 [1951]. 

5 M. Hayano, R.I. Dorfman u. E. Y. Yamada, J. biol. Chemistry 198, 
175 [1951]. 
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Tab. 1. Einflu8 von Zusatzen auf die Ausbeuten bei der Umwandlung von 
Kendalls Compound E und von Reichsteins Substanz S in Kendalls 
Compound F bei der Bebriitung mit Leberhomogenat. 

Die angegebenen Werte wurden auf das Homogenat der gleichen Leber ohne Zu- 
sitze (100%) bezogen. Die Konzentrationen beziehen sich auf den Ansatz, nicht 
auf die zugegebene Losung. Uber die Einwaage der ,,Gesamtzusitze“ siehe 

; methodischen Teil. 














Verbesserung der Verbesserung der 

Zugesetzte Substanz Ausbeute E — F Ausbeute S—F 
Gesamtzusatze. ........ 60% 80% 
Citronensaure, 0,0l-m. ..... 51% 53% 
Bernsteinséure, 0,0l-m.. .... 48% 47% 
Ascorbinsaure, 0,0l-m...... 46% SUE 
DPN (Cozymase) 600 y/Ansatz . 24% 17% 
Magnesium-Ionen, 0,04-m. .. . 22%) 20% 


Keine sichere Wirkung auf die besprochenen Umwandlungen zeigten die 
Zusaitze von Glucose (0,01-m.), Fumarsaure (0,01-m.), Nicotinsiureamid (0,01-m.), 
Adenosintriphosphat (1 bis 5 mg/Ansatz), Cytochrom C (1 bis 2 mg/Ansatz) und 
ACTH (Armour, 4 mg/Ansatz). — Fumarsiure erwies sich in einer Konzentration 
von 0,l-m. auf die Umwandlung von S — F aktivierend (+ 18°). Die anderen 
untersuchten Saéuren des Cyclophorase-Systems waren jedoch in 10-fach niedrigerer 
Konzentration noch erheblich wirksamer (Tab. 1). — Bei den isolierten Zell- 
fraktionen, besonders auch bei den Mitochondrien und den Mikrosomen, hatten 
nur die Substanzen der Tab. 1 einen verbessernden EinfluB, nicht dagegen ATP 
(3 mg/Ansatz), 0,01-m. Fumarsaéure und CytochromC (1 bis 2 mg/Ansatz). — 
Adenosin-3-phosphorsaure (0,2 bis 0,6 mg/Ansatz) und Lactoflavin (2 mg/Ansatz) 
hemmten die Umwandlung von Comp. E zu Comp. F. 

Bei allen Untersuchungen wurden beide Reaktionen durch gleiche 
Zusatze gleich beeinfluBt. 

Inaktivierung der Enzymsysteme durch Bebriiten und 
Alterung 

Durch Bebriiten ohne Substrat bei 37° C verlieren die Homogenate 
an Aktivitit. Tab. 2 zeigt, daB nach 2 Stdn. Bebriitung die Aktivitat 
schon um weit mehr als die Halfte abgenommen hat und nach 3 Stdn. 
lediglich noch 7% betrug. Die beim Bebriiten beobachtete Abnahme 
der spezifischen Ferment-Aktivitét erklirt den spater besprochenen 
zeitlichen Verlauf der Reaktionen sehr schén. Hieraus ist leicht einzu- 
sehen, da8 der Umsatz des eingesetzten Steroids durch Anderung des 
Gesamtleberhomogenats, unabhingig vom Ablauf der Steroid-Ferment- 
Reaktion, fortlaufend abnehmen muB. 

Tab. 2. Einflu8 der Bebriitung des Leberhomogenats bei 37° auf dessen Aktivitat. 

Die Zahlen geben an, wieviel °/, Comp. F, bezogen auf die gesamte wiedergefundene 

Steroidmenge (E + F bzw. S + F), im Ansatz gebildet wurde. Diese Angaben sind 
dadurch unabhingig vom methodischen Verlust. 














Art frisch bereitetes 3 eR cre oe ee 
der Umwandlung Homogenat 1 Stde. 2 Stdn. 3 Stdn. 
bebriitet bebriitet bebriitet 
E—F 80% 72% 31% aoe 
E-F 50, 17% 
3 36°, 7% 
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Stehenlassen der Ansitze ohne Substrat bei Raumtemperatur 
(+18 °C) vermindert die Enzymaktivitiat nach 1 Stde. um 10%, nach 2 Stdn. 
um 22%. Da bei unseren Untersuchungen die Leber stets innerhalb 1 Stde. 
aufgearbeitet und angesetzt wurde, mit Ausnahme der Ansitze des 
Differentialzentrifugierens, diirfte der Aktivitatsverlust hierbei nicht 
groBer als 10% sein. — Beim Differentialzentrifugieren wurden die 
Zellbestandteile (bei +4°) in der 5-fachen Menge 30-proz. Saccharose- 
losung bis zu 5 Stdn. suspendiert. Nach dieser Zeit war unter diesen Be- 
dingungen das Homogenat in Saccharose von einer urspriinglichen Akti- 
vitaét von 69% auf 61% abgesunken, wihrend dasselbe Homogenat unter 
gleichen Bedingungen, nur in Phosphat-Puffer, von 71% auf 58% ab- 
nahm. — Kurz vor dem Ansatz wurden beide Homogenate auf das dop- 
pelte mit Phosphatpuffer verdiinnt, der die aktivierenden Gesamtzu- 
sitze enthielt. — Hieraus ist ersichtlich, da die Saccharoselésung eher 
einen konservierenden als einen inaktivierenden Einflu8 auf die unter- 
suchten Enzymsysteme hat. 


Reaktivierungs-Versuche 


Der besprochene Gesamtzusatz konnte auch durch 2-stdg. Be- 
briiten bei 37° inaktivierte Homogenate teilweise reaktivieren (Tab. 3), 
jedoch wurde hierbei die Ausgangs-Aktivitit des unbebriiteten Homo- 
genats nicht wieder erreicht (in Tab. 3 zum Vergleich rechts angegeben). 
Der Kochsaft des Gesamthomogenates reaktivierte die Umwandlung 
von Comp. E in Comp. F nicht stirker als unsere Gesamtzusitze. 

Danach wird bei der Bebriitung ein hitzelabiler Stoff verbraucht, 
wahrscheinlich ein Fermentprotein. 


Tab. 3. Reaktivierungsversuche mit Leberhomogenat, das ohne Steroidzusatz 

2 Stdn. bei 37° bebriitet worden war. AnschlieBend wurden das Steroid und die 

Zusatze der Tab. 1 zugegeben und nochmals 4 Stdh. bebriitet. Die Prozentangaben 
entsprechen denen der Tab. 2. 





























Ausbeute Ausbeute Ausbeute pone 
Art der Umwandlung |ohne Gesamt- |} mit Gesamt- | nach Zugabe Zusitt 
zusatz zusatz von Kochsaft — ' 
ohne | mit 
E—F iz, 21% 50% 82% 
E—F 17°, 28°, 25°, 46% | 76%, 
S—F 71% 13% 28% 45°, 









Uber Vergiftungen und Inaktivierungen 


Beide Reaktionen werden durch Cyanid- und Arsenit-Zusatz ge- 
hemmt. Die Vergiftung ist jedoch bei beiden Umwandlungen sowie bei 
beiden Hemmstoffen erst in hohen Konzentrationen vollstandig. Signi- 
fikante Unterschiede beider Hemmstoffe oder beider Umwandlungen 
untereinander ergaben sich nicht. Durch Aufkochen werden beide 
Umwandlungen vollstindig gehemmt. 
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Tab. 4. Hemmungsversuche. Die Untersuchungen wurden an ein und derselben 
Leber vorgenommen. Die Prozentzahlen geben das Verhiltnis des gebildeten 
Steroids zum gesamten wiedergefundenen an. Bebriitungszeit 2 Stdn. 














Umwandlung S—F Umwandlung E— F 
Hemmstoff ohne mit ohne mit 
Hemmstoff | Hemmstoff | Hemmstoff | Hemmstoff 
0,001-n.NaCN. .. . 22), 20%, 53%, 53%, 
0,0l-n.NaCN .... 22% 19% 53% 34% 
0,l-n.NaCN. ... . 22% 0% 53% 0% 
0,001-n. NaAsO,. . . 22% 22% 53% 48%, 
0,0l-n. NaAsO, .. . 22% 16% 53% — 
0,l-n. NaAsO,... . 22% 0% 53% 0% 











Die Lokalisation der Enzyme in der Leberzelle 


Um die Enzym-Aktivitit in der Leberzelle zu lokalisieren, unter- 
suchten wir die einzelnen Zellbes :.ndteile der Leber, die wir durch Diffe- 
rentialzentrifugieren des Leberk.mogenats fraktioniert hatten, auf ihre 
Umwandlungs-Aktivitat. 

Hierbei zeigte sich, daB beide Reaktionen an die geformten Be- 
standteile der Leberzelle gebunden sind (Tab. 5). 


Tab. 5. Untersuchung einzelner Zellbestandteile auf ihre Enzymaktivitat. 











| Umwandlung E—-F Umwandlung S—F 
: : Zahl der Unter- Zahl der Unter- 
Nr. Zellfraktion Comp.F suchungen Comp. F suchungen 
insgesamt davon insgesamt davon 
8 inaktiv 8 inaktiv 
1 | Gesamthomogenat 73% 15 — 38% 12 — 
2 | Gesamthomogenat 
ohne Kerne und 
Zellreste . . . .| 59% 7 — 26% 5 — 
3 | Uberstand bei 25000g 
(Mikrosomen und 
Prot. Fkt.) . . .| 61% 12 -- 17% 2 — 
4 |Kerne und Zeilreste.| 21°, 2 _ 4% 3 1 
5 |Mikrosomen, Mito- 
chondrien und Pro- 
tein-Fraktion . .| 12% 2 — , 1G 2 a 
6 |Mikrosomen und Pro- 
tein-Fraktion . . 6% 3 1 1%, 2 1 
7|Mikrosomen. . . .| 5,5% 8 3 2%, 3 2 
8 |Mitochondrien. . . 2% 5 3 0% 3 3 
9 |Mitochondrien und 
Protein-Fraktion . 1% 5 3 ay, 3 Z 
10 | Protein-Fraktion. . 0% 8 8 0% a 7 
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Alle Ansatze enthielten mannliche Rattenleberhomogenate oder Zellfraktionen 
von diesen und die beschriebenen Gesamtzusitze. Untersuchungen ohne diese 
Zusitze ergaben stets geringere oder iiberhaupt keine Aktivitat. Ks wurden stets 
die Mittelwerte der aktiven Zellfraktionen verschiedener Lebern angegeben. Die 
Dauer der Aufarbeitung der Zellfraktionen betrug 2—5 Stunden. Bei den in 
Tab. 5 unter Nr. 1 und 2 angefiihrten Untersuchungen wurden 200 mg, bei Nr. 3 
600 mg und bei den anderen 1 g Leber pro Ansatz aufgearbeitet. 

Die héchste Aktivitat war stets im Gesamthomogenat enthalten 
(Nr. 1). Schon deutlich weniger aktiv war das Gesamthomogenat, das 
von gréberen Zellbestandteilen (Zellen, Kernen, Zellresten und Gewebe- 
teilen) befreit worden war (Tab. 5, Nr. 2). 

Der Uberstand bei 25000 g zeigte beim Zentrifugieren in Saccharose 
etwa 1/, (30 bis 38%) der Aktivitaét des Gesamthomogenates (bezogen 
auf das Leberfeuchtgewicht). 


Besonders diirfte fiir diese Aktivitaitsverminderung der Verlust der vor- 
wiegend in den Mitochondrien lokalisierten Enzyme des Cyclophorase- und des 
Cytochrom-Systems verantwortlich sein; zum geringeren Teil auch der Verlust 
an Mikrosomen, die bei dieser Schwerkraft schon teilweise abzentrifugiert werden. 
Eine gréBere Ausbeute erhalt man bei 20000 g. Wir legten bei dieser Untersuchung 
jedoch besonderen Wert auf ein reines Praparat, das sicher ohne Mitochondrien war. 

Von den anderen Zellfraktionen zeigten fast nur die Mikrosomen 
allein oder Mikrosomen gemeinsam mit anderen Zellfraktionen sichere 
Ferment-Aktivitat. Jedoch enthielten diese Fraktionen nur einen Bruch- 
teil der zu erwartenden Aktivitiat. Der Vergleich der Aktivitat des Uber- 
standes bei 25000 g mit den Mikrosomen-Fraktionen (Nr. 5 bis 7) laBt 
den Schlu8 zu, daB bei der iiblichen Darstellung der Mikrosomen diese 
den groBten Teil ihrer Aktivitaét verlieren. Dieser Aktivitatsverlust laBt 
sich nur durch mechanische Schidigung der Mikrosomen bei der Auf- 
arbeitung erkléren. Diese werden bei 105400 g abzentrifugiert und sind 
dann eine rotliche, gallertige, klare Masse, die durch Homogenesieren 
wieder in Lésung gebracht werden muf (Vergleiche Methodik). 

Die Mitochondrien allein und die Mitochondrien plus Protein-Frak- 
tion hatten bei beiden Umwandlungen sehr geringe Aktivitat, die durch 
Verunreinigung mit Mikrosomen erklirt werden kann. Es sei an dieser 
Stelle hervorgehoben, daB die Aufarbeitung der Mikrosomen, die beim 
Ultrazentrifugieren im Uberstand der Mitochondrien enthalten sind, 
langere Zeit als die Gewinnung der Mitochondrien beansprucht. Die 
Mikrosomen-Aktivitaét ist daher noch relativ héher zu veranschlagen. 
Die Protein-Fraktion war immer inaktiv. — Beide Umwandlungsenzyme 
sind also an die geformten Bestandteile der Zelle gebunden. Die wich- 
tigsten Zellbestandteile bei diesen Umwandlungen in der Leber sind die 
Mikrosomen. 

Ob ein Faktor beim Waschen der Zellfraktionen verloren geht, der fiir die 
beiden Umwandlungen notwendig ist, wurde wie folgt gepriift: ein Teil des Homo- 
genates (ohne Kerne und Zellreste) wurde wie iiblich zur Darstellung der Zell- 
bestandteile aufgearbeitet und dann alle Fraktionen (Nr. 7, 8 und 10, Tab. 5) sowie 
. die Saccharose, mit der gewaschen wurde, zusammengegeben. Die gleiche Menge 
desselben Homogenates wurde dann mit der gleichen Menge Saccharose verdiinnt, 
aber nicht differentialzentrifugiert. Beim Bebriiten beider Ansaitze mit den Gesamt- 
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zusitzen und DPN zeigte nur der nicht zentrifugierte Ansatz unter diesen Be- 
dingungen Aktivitat (E ~ F: 22%). Dieser Befund spricht gegen den Verlust 
einer aktivierenden Substanz bei der Aufarbeitung der Zellbestandteile und fiir 
die mechanische Schidigung der geformten Zellfraktionen beim Differential- 
zentrifugieren. 


Der Einflu8 des Einfrierens und des Homogenisierens auf 
die Enzymaktivitat 


Die Beobachtung, daB Einfrieren der Leber (—30°, 8 Tage) die 
Enzymaktivitaét erheblich vermindert, stiitzt ferner die Annahme der 
engen Strukturgebundenheit der Fermentsysteme. Nach 8 Tagen wurde 
die Umwandlung von Comp. E zu Comp. F um 39% bis 88% vermindert, 


die von Subst. S zu Comp. F nahm sogar um 96% ab. 


Auch gegen mechanische Einfliisse beim Homogenisieren sind die 
strukturgebundenen Enzymelemente empfindlich. Tab. 6 zeigt, daB die 
héchste Ausbeute des Gesamthomogenates bei der schonendsten Zube- 
reitung nach Potter und Elvehjem und Homogenisieren mit der 
Hand erhalten wird. Die Aktivitaét nimmt schon merklich ab, wenn man 
statt mit der Hand den Glasstempel mit einem kleinen Elektromotor 
betreibt. Am geringsten sind die Ausbeuten mit dem Starmix, der auch 
die Leber am feinsten zerkleinert. 


Tab. 6. Einflu8 der Art des Homogenisierens auf die Ferment-Aktivitat. Die 
Zubereitung des Homogenates, die am schonendsten ist, ergibt die beste Ausbeute. 








Art des Homogenisierens | Umwandlung E—F | Umwandlung S—F 
Potter und Elvehjem mit der Hand 

homogenisiert ........ 32% 27% 
Potter und Elvehjem mit Motor homo- 

MEnIMIOry <<<. 614 GG as 35% 20% 
RS Demme Ree Feppeelar obs) cost Sues ol Ae 20% . 12% 


Anderung der Substrat- und Ferment-Konzentrationen 


Bei der Anderung der Substrat- (Tab. 7) und der Ferment-Kon- 
zentration (Tab. 8) wurde nur die umgewandelte Menge nach 4 Stdn. 
Bebriitung bestimmt. Dies 1iBt keine kinetischen Betrachtungen zu. 


Bei Verminderung der Substrat-Konzentration (Comp. E) nimmt 
die Ausbeute an Comp. F, bezogen auf die eingesetzte Menge (Comp. E= 
100%) zu (Tab. 7). 


Tab. 7. Variation der Substrat-Konzentration. 





Substrat-Konzentration 
100y =| 50y | 25 y 


Art der Umwandlung | P —" 











E—F | XXIV 83% 88%, 93°%, 
XXXII 469/, 


EF 50%, 75°, 
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Bei Verminderung der Fermentkonzentration nimmt die Ausbeute, 
jeweils bezogen auf die gleiche Fermentmenge, ohne Zusitze ab, mit 
den Gesamtzusatzen jedoch relativ zu (Tab. 8). 


Tab. 8. Anderung der Fermentkonzentration. Die Prozentzahlen geben die 
relative Menge Comp. F pro Fermentmenge an. Die Fermentmenge ist aus- 
gedriickt in mg Feuchtleber. Die Menge Comp. F, die durch 200 mg Feuchtleber 
aus dem Ansatz gebildet wurde, ist willkiirlich als 100°%-Wert gesetzt worden. 





Relative Fermentkonzentration 























Art der Umwandlung | Zusatze 200mg | 100mg 50 mg 
iny | in%| iny | in%| iny | in% 
E-F ohne | 32 |100%| 10 | 74%] 4 | 45% 
mit | 53 |100°7| 34 |1g8¢? | 18 [13757 


Die Ergebnisse zeigen, daB wir bei unseren Ansatzen bislang noch 
nicht die optimalen Reaktionsbedingungen fiir eine méglichst groBe Aus- 
beute an Comp. F gefunden haben. 


Kinetische Betrachtungen iiber den Reaktionsverlauf 


Als quantitatives MaB fiir diese Enzymreaktionen ist ausschlieB- 
lich die Anfangsgeschwindigkeit (v) der Reaktion geeignet. Mit dieser 
Geschwindigkeit wiirde das Enzym das Steroid umsetzen, wenn wahrend 
der Bebriitung keine limitierenden Faktoren auftreten wiirden, die zur 
Enzym-Substrat-Reaktion haufig keine direkte Beziehung haben und 
das Bild der Reaktion mit zunehmender Zeit verschleiern. Es ergibt 
sich also grundsiatzlich die Frage, wie die Anfangsgeschwindigkeiten der 
in Abb. 1 dargestellten Reaktionsverliufe bestimmt werden kénnen. 





20 


log F Yo —— 


Abb. 1. Reaktionsverlauf bei zwei ver- 
schiedenen Rattenlebern. Unterbrochene 
Kurven: Nr. XVII 3; ausgezogene Kur- 
ven: Nr. XX XVIII ¢. Es wurden stets 
71 y Steroid mit dem in mg angegebenen 
Leberfrischgewicht bei 37° bebriitet. — 
Nach 2-Stdn. zeigen die beiden Lebern 
verschiedenen Reaktionsverlauf; davor 
verlaufen die Kurven gleich. 


S+F;, 100mg 
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Folgende empirische Funktion gibt am besten die in Abb. 1 dar- 
gestellten Kurven wieder: 


v = Anfangsgeschwindigkeit, 
t = Zeit in Minuten, 1 

C=e e C = Umgesetzte Steroid-Menge, (1) 
z = Konstante. 





Um die Anfangssteigung dieser Kurven zu erhalten, wurde die erste Ab- 
leitung dieser Funktion gebildet. Man erhialt fiir t — 0: 


lim dc 


t—> 0 “ade = 2,3°v . (2) 


,v* ist die Anfangssteigung der Funktion, was gleichbedeutend mit 
der Anfangsgeschwindigkeit der Enzym-Substrat-Reaktion ist. 


Zur Berechnung von ,,v‘‘ und ,,z“ ergeben sich aus Gl. 1 folgende 
Formeln. 
biases logC — log Cy:ts — log Cty 
t+logC-zt’ ~~ log Cylog Cyt. — log Cy:log Cts 





Dieses ,,v“‘ kann direkt in die Michaelis-Menten-Gleichung® einge- 
setzt werden. 


Der Vorteil dieses Vorgehens ist, daB man nicht mehr die ,,¢“‘ und ,,C“-\Werte 
der ersten Messung extrapolieren mu$, sondern die Kurve nach den spateren 
t, C-Werten berechnen kann, die am sichersten sind. Wenn man den 1- und 2-Stdn.- 
Wert, wie es sich empfiehlt, der Rechnung zugrundelegt und den 0,5-Stdn.-Wert 
hiernach berechnet, so ergibt sich zwischen den berechneten und den experimen- 
tellen Werten lediglich eine Abweichung von +2 y. Also halt sich der Fehler 
der Berechnung im Bereich des experimentellen Fehlers. 


Die Quotienten der Aktivititen bei zwei verschiedenen Ferment- 
Konzentrationen (200 mg und 100 mg) waren konstant: 


Cyt _ Cit, Oats _ 

Cyt; Cyt, Cots i 
k ergab fiir die Umwandlung von E zu F einen numerischen Wert von 
1,8-++0,1, fiir die Umwandlung von §S zu F einen von 2,0-L0,1. Das be- 
sagt, daB sich der Reaktionsverlauf bei Variation der Ferment-Konzen- 
tration nicht andert. 


Der Vergleich der Anfangsgeschwindigkeit ,,v‘‘ der Reaktion mit 
der Ausbeute an Comp. F nach 2 Stdn. zeigt (Tab. 9), daB sich bei der 
Verdiinnung des Ansatzes die Anfangsgeschwindigkeit fiir die Reaktion 
E zu F nicht andert, die Ausbeute nach 2 Stdn. aber relativ zur Fer- 
mentmenge groBer wird. 


6 L. Michaelis u. M. L. Menten, Biochem. Z. 49, 333 [1913]; G. S. Eadie, 
Science [Washington] 166, 688 [1952]; H. J. Hofstee, Science [Washington] 
116, 329 [1952]. 
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Tab. 9. Vergleich der Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion mit der Ausbeute 
nach 2 Stunden. 





























Art Untersuchungen an der gleichen Leber 
Gre Vanmaeineny 5 | 2-Stdn.-Wert | 
200 mg 0,1135 100°, 40 y 100% 
E— 
100 mg 0,0577 102%, 24 120%, 
200 mg 0,0502 100 4 18 y 100°; 
S—+F 
100 mg 0,0290 116% 9y 100°, 
Nr. Vergleich zweier Lebern 4 Stdn.-Wert 
XVII 0,1645 | 100°, 48y 100% | 50y 100°, 
EK—~F 
XXXVIII | 0,1135 69°, 40 y 83%, 52,5 y 104°, 
XVII 0,0817 100°, 25 y 100°, 26 y 100% 
XXXVIIT | 0,0502 61% 18 y 12% 25 y 96% 











Bei den Prozentangaben: ist willkiirlich ein Enzymansatz als 100°, Bezugs- 
wert angenommen. 


Umgekehrt verhalt sich die S zu F Umwandlungs-Aktivitat: Bei 
groBerer Verdiinnung steigt die Anfangsgeschwindigkeit (um 16%), 
wahrend die Ausbeute unverandert bleibt. 

Der Vergleich zweier Lebern bei ein und derselben Ferment-Kon- 
zentration (200 mg Leberfrischgewicht) zeigt, da nur die Anfangsge- 
schwindigkeit ein verninftiges Ma fiir die Ferment-Aktivitat darstellt. 
Die 4-Stdn.-Werte geben einen schlechteren Anhalt als die 2-Stdn.- 
Werte. DaB die Endkonzentrationen nach 4 Stdn. etwa gleich sind, ist 
zufallig. 

Die py -Abhangigkeit der Umwandlungen 


Das py-Optimum beider Reaktionen liegt im Gesamt-Homogenat 
ohne Kerne und Zellreste bei 6,5+-0,3.— Die p,-Aktivititskurve ist 
unsymmetrisch, sie fallt bei beiden Reaktionen im sauren Bereich steiler 
ab als im alkalischen. Im sauren wurden die Umwandlungen bei py 
5,1, im alkalischen bei py 9,2 vollstindig gehemmt. 


Diskussion der Ergebnisse 


Es zeigte sich bei fast allen Untersuchungen, da fiir die Umwand- 
lung von Comp. E in Comp. F und von Subst. 8 in Comp. F durch die 
Leber gleiche fordernde Faktoren nétig sind und beide Reaktionen 
gleich oder ahnlich gehemmt werden. Obgleich diese Umwandlungen im 
chemischen Sinne entgegengesetzte Reaktionen sind, Reduktionen und 
Oxydationen, miissen sie biochemisch etwas gemeinsam haben. Dieses 
gemeinsame Prinzip ist das Dehydrogenase-System. Fiir die Umwand- 
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lung von E zu F ist das ohne weiteres verstandlich, fiir die Umwandlung 
von § zu F erst, seit kirzlich mitgeteilt wurde’, daB der erste Schritt 
dieser Reaktion eine Dehydrierung des Steroids ist. 

Unter diesen Umstinden war es besonders aufschluBreich, beide 
Enzymsysteme vergleichend zu untersuchen. Hierbei wird eine Zu- 
ordnung der aktivierenden und hemmenden Faktoren zum Dehydro- 
genase-System dadurch erméglicht, daB man untersucht, ob die Um- 
wandlungen gleichsinnig oder etwa gegensinnig beeinfluBt werden. Die 
Art der Beeinflussung wird in einem Falle fiir, im anderen Falle gegen 
einen Zusammenhang mit dem Dehydrogenase-System sprechen. 

Wie oben gezeigt wurde, ergab sich kein signifikanter Unterschied 
zwischen beiden Umwandlungs-Systemen. Es ist danach wahrscheinlich 
gemacht, daB sowohl die fordernden wie die limitierenden Faktoren 
beider Ferment-Systeme an das Dehydrogenase-System gekniipft sind. 
Kin spezifisches Ferment (Protein) katalysiert die Aufnahme bzw. Ab- 
gabe des Wasserstoffs. Sehr wahrscheinlich ist dieses Ferment in den 
Mikrosomen lokalisiert und gegen mechanische Einfliisse sehr empfind- 
lich. Ob der Acceptor bzw. Donator des Wasserstoffs in der Leberzelle 
vorwiegend DPN bzw. H,DPN ist, erscheint uns fraglich wegen der 
relativ geringen Aktivierung des Gesamthomogenates und besonders der 
einzelnen Zellfraktionen durch DPN. Auch wie der Wasserstoff weiter 
iibertragen wird, ob vielleicht auf ein Flavoprotein, konnten wir bislang 
nicht feststellen; die Hemmung mit Lactoflavin gibt keinen sicheren 
Anhalt. Sicher sind das Cytochrom-System und der Citronensiure- 
cyclus in diese Kette eingeschaltet. 

Da nur Bernsteinsaure, nicht Fumarsaure 0,01-m. die Umwandlungen aktivierte, 
ist die Reduktion Fumarsaure 22+ Bernsteinséure als Wasserstoff aufnehmende 
Reaktion im Steroid-Dehydrogenase-System ausgeschlossen. Wahrscheinlich 
entspricht das Verhalten der Steroide dem der Fettsauren, bei denen gleichzeitig 
mit der B-Oxydation Saiuren des Citronensiure-Cyclus oxydiert werden miissen 
(sparking phenomenon). 

Zwischen der 11-Oxydation in der Leber und der in der NN be- 
stehen sichere Unterschiede. Wiahrend in der NN die Umwand- 
lung von Subst. S zu Comp. F durch Fumarsiure und ATP geférdert 
wird, konnte durch diese Substanzen in entsprechenden Konzentra- 
tionen die Leberaktivitét nicht merklich beeinfluBt werden. Ferner 
ist die Umwandlungsaktivitét in der Leber vorwiegend in den Mikro- 
somen, in den NN dagegen vorwiegend in den Mitochondrien lokali- 
siert®, Jedoch kann in der NN die 17-Oxy- und 21-Oxy-Gruppe durch 
den Uberstand bei 20000 g eingefiihrt werden®. Wir méchten in 
Analogie zu unseren Befunden annehmen, daB diese Fahigkeit der NN 
auch an die Mikrosomen gebunden ist und an dieser Stelle ganz allgemein 


7 A. Wettstein, Freiburger Symposion 1952, Springer Verlag, S. 33. 
8 M. L. Sweat, J. Amer. chem. Soc. 78, 4056 [1951]; M. Hayano u. R. I. 
Dorfman, Federation Proc. 11, 228 [1952]; J. E. Plager u. L. T. Samuels, 
Arch. Biochemistry Biophysics 42, 477 [1953]. 
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auf die Bedeutung der Mikrosomen im Steroidstoffwechsel hinweisen. — 
Leber und NN werden durch Ascorbinsiure®, Citronensiure* sowie 
Bernsteinsaure* ahnlich aktiviert, was vielleicht auch klinisch von Inter- 
esse ist. 


DaB wir hier ein Ferment-System gefunden haben, das gegen mecha- 
nische Schadigung sehr empfindlich ist, erscheint dem Steroid-Bioche- 
miker nicht verwunderlich: So wird namlich die A *-3-Ketogruppe durch 
Leberschnitte zu etwa 70% bis 40% 1°, durch Homogenat dagegen nur 
zu 25% bis 5% reduziert (Lourchart?). Desgleichen konnte die 
Wirkung von ACTH nur noch an NN-Schnitten™, nicht mehr an 
NN-Homogenaten! beobachtet werden. 


Eine weiter Isolierung der Fermentsysteme wird wegen der mecha- 
nischen Empfindlichkeit der Fermente schwierig sein. Hierbei miiBten 
neue Wege bei der Gewinnung der Mikrosomen begangen werden. * 


* Anm. b. d. Korr.: Inzwischen ist es gelungen, aktive Mikrosomen durch Se- 
dimentieren an CaCO, bei 105000 g in 30-proz. Saccharose zu gewinnen. 
(H. J. Hiibener, unveréffentlicht.) 


Methodik 


Im allgenieinen sei hier auf unsere erste Mitteilung verwiesen?. 


Bei den vorli¢genden Untersuchungen wurde das Leber-Homogenat, wenn 
nicht anders vermerkt, nach Potter und Elvehjem mit der Hand homogenisiert. 

Alle Untersuchungen wurden stets mit der gleichen Substrat-Konzentration, 
71 y Comp. E und 70 y Subst. S sowie einer Ferment-Konzentration, die 200 mg 
Frischgewicht einer mannlichen Rattenleber entsprach, durchgefiihrt, wenn 
nicht anderes ausdriicklich angegeben ist. 

Zur Darstellung der Mitochondrien wurden 7,5 g Rattenleber in 37,5 cm® 
30-proz. Saccharose-Lésung homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 1000 Touren* 
10 min, der Uberstand hiervon 20min bei 6590 g zentrifugiert. Das dabei erhaltene 
Sediment wurde je zweimal mit 18 cm* 30-proz. Saccharose-Lésung homogenisiert 
und bei 5000 g zentrifugiert. Das Sediment der letzten Waschung wurde schlieBlich 
in 5 cm*® Phosphat-Puffer suspendiert. 

Aus dem Uberstand der Mitochondrien wurden die Mikrosomen dargestellt. 
Erst wurden die restlichen Mitochondrien bei 20000 g entfernt, danach 1 Stde. 
bei 105400 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen, die Mikrosomen 
mit 18 cm* 30-proz. Saccharose-Lésung gewaschen und bei 105400 g nochmals 
1 Stde. zentrifugiert. Spater wurde auf diese Waschung verzichtet, da die Mikro- 
somen schon bei der ersten Darstellung rein genug waren. Das Sediment wurde 
wieder in 5 cm® Phosphat-Puffer homogenisiert und danach mit den aktivierenden 
Zusitzen in Phosphat-Puffer auf das doppelte verdiinnt und bebriitet. 


Das erste Sediment bei 1000 Touren* bei der Darstellung der Mitochondrien 
enthalt die Kerne und Zellen. Diese Fraktion wurde nochmals bei der gleichen 


® Hj. Staudinger, Freiburger Symposion 1952, Springer-Verlag, S. 1—27. 
10 J. J. Schneider, J. biol. Chemistry 199, 235 [1952]; J. Lourchart u. 
J. W. Jailer, Proc. Soc. exp. I. Biol. Med. 79, 393 [1952]. 
11 R. Haynes, K. Savard u. R.I. Dorfman, Science [Washington] 116, 
691 [1952]. 
* Umdrehungen pro Minute in der Spinco-Ultrazentrifuge (Rotor Nr. 40). 
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Schwerkraft mit Saccharose 10 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und 
das Sediment in 7 cm* Phosphat-Puffer suspendiert. 


Der Uberstand bei 25000 g wurde so dargestellt, daB Leber mit der 5-fachen 
Menge 30-proz. Saccharose homogenisiert und bei der angegebenen Schwerkraft 
20 min zentrifugiert wurde. Der Uberstand, der mit Sicherheit keine Mitochondrien 
enthielt, wurde mit den aktivierenden Zusatzen zur Halfte verdiinnt und 6 cm? 
dieser Lisung mit dem Steroid inkubiert. 

Darstellung der Protein-Fraktion: Die abgewogene Menge Leber wurde mit 
dem 5-fachen Volumen Phosphat-Puffer homogenisiert. Danach das Homogenat 
10 min bei 1000 Touren zentrifugiert, der Uberstand hiervon 2 Stdn. bei 105 400 g 
zentrifugiert. Hiervon wurde wiederum der Uberstand auf das doppelte mit den 
aktivierenden Zusatzen verdiinnt und bebriitet. 


Die Aufarbeitung der Zellfraktionen in Phosphat-Puffer ergab grundsatzlich 
gleiche Ergebnisse, jedoch waren die Ausbeuten geringer. — Dies gilt besonders 
fiir den Uberstand bei 25000 g, da in Phosphat-Puffer ein gréBerer Teil an Mikro- 
somen verloren geht. — Wenn das Gesamthomogenat statt in Phosphatpuffer in 
30-proz. Saccharose-Lésung bebriitet wird, ist die Ausbeute an Comp. F bei der 
Umwandlung E zu F lediglich um 10—20% vermindert. Das beweist, daB die 
Saccharose keinen schédigenden EinfluB auf das Fermentsystem hat. 


Die Gesamtzusatze enthielten: MgSO, 0,060 g, Fumarsaure 0,058 g, 
Citronensaure 0,096 g, Bernsteinséure 0,059 g und Ascorbinsiaure 0,C88 g in 50 cm 
gelést und mit NaOH auf py 7,2 gebracht. 2cm*® dieser Lésung wurden dem 
Ansatz von 2cm* Homogenat oder den Zellfraktionen zugegeben. Insgesamt 
bestand ein Ansatz demnach aus 4 cm® und enthielt die oben angegebenen Sub- 
stanzen in 0,005-m. Konzentration. DPN, ACTH und Na,ATP wurden im Phos- 
phatpuffer gelost und in 0,05 oder 0,1 cm* Lésung dem Ansatz zugegeben. Die Ver- 
diinnung des Ansatzes hierdurch wurde vernachlassigt. 


Wir danken auch an dieser Stelle der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft fiir eine Sachbeihilfe. — Fiir Uberlassung von Testsubstanzen sind wir der 
CibaA. G.zu Dank verpflichtet. Auch gilt unser Dank Herrn Dr. J.G.H.Schmidt 
und Herrn G. Liersch fiir die Hilfe bei den experimentellen Arbeiten. Freund- 
licherweise stellten uns Herr Prof. Lehninger Cytochrom C und Herr Dr. Kreu- 
ziger ACTH zur Verfiigung, auch ihnen sei an dieser Stelle gedankt. 


Zusammenfassung 


Es werden die Reaktionsbedingungen fiir die Umwandlung von 
Comp. E in Comp. F und Subst. 8 in Comp. F in Leberhomogenaten 
besprochen. 


Durch Citronensiure, Bernsteinsiure, Ascorbinsiure, DPN und Mg- 
Tonen kénnen die Umwandlungen aktiviert werden. 


Die Enzymsysteme altern bei Raumtemperatur und verlieren Akti- 
vitat durch Bebriitung ohne Substrat bei 37°C. 


Die Umwandlungen sind an die Strukturelemente der Leberzelle 
gebunden, vorwiegend an die Mikrosomen. Die Enzymsysteme sind gegen 
mechanische Schidigungen sehr empfindlich, dadurch geht bei der tib- 
lichen Aufarbeitung der Mikrosomen der gréBte Teil der Aktivitat ver- 
loren. 








48 Enzymatische Umwandlungen von Steroiden III Bd. 294 (1953) 


Die Vergiftung der Fermentsysteme durch NaCN und NaAsO, und 
der EinfluB der Variation von Substrat- und Ferment-Kongentration 
auf die Umwandlungsraten werden beschrieben. 

Es wird iiber kinetische Untersuchungen berichtet und eine An- 
niherungsformel zur Berechnung der Anfangsgeschwindigkeit (v) der 
Reaktion angegeben. 

Die mitgeteilten Befunde sprechen dafiir, daB die 11-Oxydation 
in der Leber durch ein Dehydrogenase-System limitiert wird. 
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In-vitro-Versuche zum Einbau von “C-Mescalin und 
4C.8-Phenyl-athylamin in Proteine 


II. Mitteilung * 
Einfliisse der Aminoxydase 
Von 
Wolfram Block 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Hirnforschung, Abt. fiir klinische Psychiatrie und Konstitution- 
forsshung, Marburg (Lahn). Leiter: Dr. B. Patzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juli 1953) 


In der I. Mitteilung wurden Vorgiinge beschrieben, die eine Akti- 
vierung des Einbaues von Mescalin und /-Phenyl-aithylamin (PHA) 
in Proteine von Rattenleberhomogenaten um mehr als eine Zehner- 
potenz erbrachten. Die Ergebnisse zwangen zu der Annahme eines 
thermolabilen Einbauhemmstoffes. Hier soll die Frage geklirt werden, 
ob der Einbauhemmstoff Ahnlichkeit mit Aminoxydasen besitzt, da 
Aminoxydasen den Einbau auch in vitro hemmen kénnten, wie es ohne 
Zweifel beim PHA in vivo der Fall ist!. Es besteht ferner die Méglich- 
keit, daB die Tatigkeit der Aminoxydase in direktem Zusammenhang 
mit dem Einbauvorgang steht. 

Aus der Literatur iiber Aminoxydasen ist folgendes zu entnehmen: Werle 
und Roewer? beweisen die Existenz einer aromatischen und einer aliphatischen 
Aminoxydase, ferner sind schon linger eine Monamin- und eine Diaminoxydase 
bekannt. Bernheim und Bernheim® stellen die Cyanidempfindlichkeit der 
Mescalin angreifenden, als ,,Mescalinoxydase‘* bezeichneten Aminoxydase fest, 
die aber erst bei, Konzentrationen von Cyanid in Erscheinung tritt, die iiber denen 
liegen, die echte Atmungshemmung bewirken (0,001-m.). Sie finden ferner eine 
Hemmung der ,,Mescalinoxydase** mit 0,l-m. Pyrophosphat und 0,008-m. Borat. 
Dies steht im Gegensatz zur Aminoxydase. Die Sattigungskonzentration fiir 
,»Mescalinoxydase“* wird mit 0,25 x 10--m. angegeben (Halbsittigungswerte 
wurden aus experimentellen Griinden nicht angegeben). Kohn* gibt die Halb- 
sittigung der nicht streng spezifischen Tyraminoxydase mit 0,5 « 107%-m. und 
die Sattigung mit 2.5 « 10~%-m. an. 

Steensholt® findet neben der Bestatigung der Experimente von Bernheim 
und Bernheim, da8 Athylurethan, ein Hemmstoff der Aminoxydase, die ,,Mes- 
calinoxydase“ nicht hemmt. Auch Ephedrin, ein kompetitiver Hemmstoff der 
Aminoxydase, der aber selbst von ihr nicht angegriffen wird, hemmt die .,Mescalin- 
oxydase“ nicht. 


* T. Mitteilung: diese Z. 294, 1 [1953]. 

1 W. Block, Z. Naturforschg. Sb, 440 [1953]. 

2 KE. Werle u. F. Roewer, Biochem. Z. 822, 320 [1952]. 

3’ F. Bernheim u. M. L.C. Bernheim, J. biol. Chemistry 128, 317 [ 1938}. 
4H.I. Kohn, Biochem. J. 31, 1693 [1937]. 

5 G. Steensholt, Acta physiol. Scand. 14, 356 [1947]. 
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Bei Zusatz von Metallsalzen ist kein Einflu8 ersichtlich. Steensholt weis' 
dagauf hin, daB ,,Mescalinoxydase‘* wohl nur in Kaninchenleber in gréBere1 
Mengen auftritt. Mit keinem Mittel lieB sich eine Trennung von anderen Amin- 
oxydasen erreichen. 

Blaschko® beweist auf ahnlichem Wege wie Steensholt endgiiltig, dats 
die aromatische Aminoxydase nicht identisch mit ,,Mescalinoxydase“ ist. 

Die Aminoxydase ist auch heute noch ein nicht naiher bekanntes 
Enzym. Ks ist als Desmoenzym im Sinne Willstatters an die festen 
Zellstrukturen gebunden. AuBerdem weist es eine hohe Empfindlich- 
keit auf, so daB starkere Anreicherungen bisher nicht gelangen. Gute 
Enzymquellen stellen daher immer noch Gesamtleberhomogenate dar. 
Das Enzym bewirkt eine Eliminierung der NH,-Gruppe der Amine 
unter Aldehydbildung. Dieser Aldehyd unterliegt der sofortigen Oxy- 
dation durch den Angriff weiterer Fermente zur entsprechenden Saure, 
die entweder als solche ausgeschieden wird oder auch weiter abgebaut 
werden kann. Da wir bei unseren mit Mescalin und PHA durchgefiihrten 
Kinbauversuchen starke Aktivierungen durch Zugabe von Tyramin 
und Kaliumcyanid erhielten, wobei letzteres besonders den Mescalin- 
einbau aktivierte, war nach den eben mitgeteilten Eigenschaften der 
Aminoxydase nicht auszuschlieBen, daB diese an dem Einbauvorgang 
beteiligt sein kénnte. Vergleichende Untersuchungen von Stoffen, die 
den Amineinbau und die Aminoxydase alterieren, wiirden diese Frage 
beantworten kérmen. 

Hierzu war es erforderlich, Einbauversuche unter den gleichen 
Bedingungen durchzufiihren, wie wir es sonst taten, jedoch diesmal die 
Aktivitaét der Aminoxydase zu testen, und zwar so, da médglichst 
direkt der Verbrauch an Amin festgestellt werden konnte. Dies war 
aber nach der klassischen Methode durch manometrische Messung der 
Sauerstoffaufnahme im Warburg-Apparat nicht méglich. Wir maBen 
daher spektrophotometrisch mit dem Unicam-Spektrophotometer bei 
269 mu den direkten Verbrauch von mit Chloroform ausgeschiitteltem 
Mescalin und PHA. Die Versuche wurden unter Zusatz von Stoffen 
oder Bedingungen ausgefihrt, die 1. den Einbau von Aminen in Proteine 
stark aktivieren, 2. den Einbau hemmen und 3. die Aminoxydase 
hemmen. Unsere Methode bot den Vorteil, daB sie den EinfluB des 
Cyanids auf die ,,Mescalinoxydase ohne Beachtung der auftretenden 
Atmungshemmung angab und den Einfluf des Tyramins auf den Einbau 
direkt anzeigte, da Tyramin mit Chloroform nicht ausschiittelbar ist 
und somit die Messung des Mescalins und PHA nicht stérte. 

Nimmt man Kurven auf, die den Aminverbrauch in Abhiangigkeit 
von der Versuchsdauer durch den Abfall der Extinktion angeben, so 
erkennt man, daB nach etwa 1 Stde. auch andere Stoffe mit Chloroform 
extrahierbar werden, die bei 269 my absorbieren (Abb. la). 

Die spiteren Testversuche durften also nicht linger als 45 Min. 
laufen, um nicht in den wieder ansteigenden Teil der Kurve zu gelangen. 


®§ H. Blaschko, J. Physiology 103, 13 proc. {1944/45}. 
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Die Ergebnisse sind hierdurch nur relativ zueinander auswertbar, da 
erst nach langerer Versuchsdauer quantitative Aussagen médglich 
werden, wie man aus den in der Literatur angefiihrten Kurven ersieht, 
die nach der Methode der Sauerstoffaufnahme berechnet wurden. 

Da wir bei Ratten- und Miuseleberversuchen auch die individuellen 
Schwankungen der Tiere erfaBten und auBerdem sehr viele Tiere be- 
nétigt wurden, gingen wir dazu iiber, die Versuche mit Rinderleber 
durchzufihren, die etwa die gleichen Einbauméglichkeiten wie Ratten- 
leber aufweist. Ferner bot die Méglichkeit, die Leber in fliissiger Luft 
eingefroren aufzubewahren, immer gleiches Ausgangsmaterial fiir die 
Aminoxydase-Versuche. 
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Abb. la und b. 


a) Links: Abbau von Mescalin und PHA durch Aminoxydasen mit frischem Mau se 
leberhomogenat. Abszisse: Zeit in h. Ordinate: Extinktion bei 269 my. Volle 
MeBpunkte = py 7,3, leere MeBpunkte Py 5.7 bei Mescalin und py 5,9 
bei PHA. Zu jedem Versuch wurde 1 mg des betreffenden Aminsalzes zu- 
gegeben. Gesamtversuch = 1 ccm. 

b) Rechts: wie a) aber Homogenat aus in fliissiger Luft eingefrorener Rinderleber. 


Es ergab sich, daB die Aminoxydase nicht wesentlich durch das 
Einfrieren beeinfluBt wird. Wie wir in der folgenden Mitteilung zeigen 
werden, wird der Einbauvorgang durch das Einfrieren zunachst 
verhindert, es erfolgt jedoch keine Schadigung des Einbauferment- 
systems. Eine Reaktivierung gelingt durch verschiedene Zusiitze. 
(Rinder-, Ratten- und Mauseleber weisen hierbei Unterschiede auf.) 
Abb. 1b gibt denselben Versuch wie Abb. la wieder, aber mit in fliis- 
siger Luft eingefrorener Rinderleber durchgefiihrt. 

Abb. 2 zeigt die photometrisch gemessene Aktivitaét der Amin- 
oxydase bei verschiedenen Zusatzen. Citrat und Ascorbinsiure hemmen 
den Einbau, Citrat + Eisen (II), Kaliumcyanid, Tyramin und Erhitzen 
auf 55°C steigern den Einbau auf das 5—20-fache. Borat, Urethan 
und Tsonicotinsiurehydrazid haben keinen EinfluB auf den Einbau, 
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sind aber neben Kaliumcyanid und Borat, die nur die ,,Mescalinoxydase 
hemmen, als Hemmstoffe der Aminoxydase bekannt. 

Aus Abb. 2 folgt, daB sich eine Korrelation zwischen Starke des 
Kinbaues und Aktivitaét der Aminoxydase nicht nachweisen 1aBt. 
lsonicotinsiurehydrazid und Erhitzen auf 55°C hemmen die Amin- 
oxydase, aber nur das Erhitzen steigert den Einbau. Tyramin, einer 
der stirksten Einbauaktivatoren, hat keinen KinfluB auf die Mescalin- 
oxydase, hemmt jedoch den Abbau von PHA kompetitiv. Auch die 
Kombination Citrat + Eisen(II) bleibt fast ohne EinfluB auf die 
Aminoxydase, aktiviert aber sehr stark den Einbau. 


—- _ Extinktion 269 mu 
D DS 
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Abb. 2. Test auf Aminoxydase durch photometrische Messung der nach 45 Min. 
verbleibenden Aminrestmenge. Die ausgezogenen senkrechten Striche geben dic 
Extinktion beim Start wieder und die nach links von dort ausgehenden Saulen 
stellen in ihrer Linge den Verbrauch an Amin dar. Die senkrechten gestrichelten 
Linien geben den normalen Schwankungsbereich der Versuche ohne Zusatze wieder. 
Saulen, die diesen Bereich nicht erreichen, zeigen Hemmung der Aminoxydase an. 


Um das aus Abb.2 ersichtliche Nicht-Zusammenwirken von 
Aminoxydase und Einbau weiter zu erhirten, und um auch gleichzeitig 
einen evtl. Zusammenhang zwischen Atmung und Einbaustiirke zu 
priifen, wurden die Sauerstoffaufnahme des Homogenats und die 
Aktivitét der Aminoxydase nach der Warburg-Methode gemessen 
(Abb. 3). 

Man erkennt, daB Zusatz von 0,005-m. Fe**, das den Einbau stark 
aktiviert, sowohl bei frischer wie bei fliissiger-Luft-Leber die Sauer- 
stoffaufnahme vermehrt. Dieser Effekt ist nicht etwa ausschlieBlich 
auf die Oxydation des Eisens zuriickzufiihren. Die vermehrte Sauer- 
stoffaufnahme 1iB8t sich jedoch nicht in Beziehung zur Einbauakti- 
vierung durch Fe** setzen, da Kaliumeyanid (hier nicht aufgefiihrt) 
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Abb. 3. 


In-vitro-Versuche zum Einbau von !@C-Mescalin IT 


Abszissen: Zeit in Stunden. 


Ordinaten: mm* Sauerstoffverbrauch. 
Zusammenstellung der Versuche siehe 
Alle Versuche wurden 
mit Rinderleber ausgefiihrt. Homo- 
genat 1:1 mit Ringerlésung, py 7.3. 


Versuchsteil. 
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Sauerstoffaufnahme der frischen Leber, 
der in fliissiger Luft eingefrorenen Leber sowohl ohne Zusatz 
als auch mit 0,01-m. Urethan, 0,0073-m. Isonicotinsiurehydrazid 


und mit 0,01l-m. 


Borat. 
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Fliissige-Luft-Leber, 10 Min. auf 55°C erhitzt. 


Sauerstoffaufnahme 
0,005-m. Fett. 

wie a, aber Zusatz 
Fliissige-Luft-Leber 
wie c, aber Zusatz 
wie c, aber Zusatz 


der 


frischen 


Leber 


unter Zusatz von 


von 0,0036-m. Mescalinsulfat. 
unter Zusatz von 0,005-m. Fett. 
von 0,0l1-m. Citrat. 
von 0,0036-m. Mescalinsulfat. 

wie d, aber Zusatz von 0,0036-m. Mescalinsulfat. 
Mescalineinbau durch ,,Mescalinoxydase“. Der durch die Atmung 


Sauerstoff wurde abgezogen. 


Durchfiihrung mit 


frischer und mit fliissiger Luft-Leber. Die Ergebnisse waren gleich. 
a) Oxydation des Mescalins (0,0036-m.), sowohl allein als auch 
unter Zusatz von Borat (0,01-m.) und Urethan (0,01-m.). 

b) Zusatz von Isonicotinsiurehydrazid (0,0073-m.). 

c) Zusatz von Ascorbinsaure (0,0005;m.) oder Erhitzen auf 55° (. 
Die zugesetzten Mescalinmengen mii®ten bei Aufnahme eines 
Sauerstoffatoms 41 mm* QO, verbrauchen. 
Wie links unten, aber mit PHA (0,006-m.) als Substrat. 
a) ohne Zusiatze. 

b) Erhitzen auf 55°C. 
c) Zusatz von Urethan (0,01-m.). 
d) Zusatz von Isonicotinsiurehydrazid (0,0073-m.). 

Die eingesetzte PHA-Menge miiBte bei Aufnahme eines Sauerstoff- 
atoms 71 mm* QO, verbrauchen. 
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die Atmung sogar ausschaltet, aber den Einbau ahnlich wie mit Kisen- 
zusatz ablaufen laBt. Auch Erhitzen auf 55°C vermindert die Atmung 
auf etwa 1/,, wahrend der Einbau auf das 5—20-fache steigt. 

Nach dem 10 Min. langen Erhitzen auf 55°C wird 1 mg PHA in 
etwa 90 Min. vollstindig oxydiert, wahrend dies ohne Erhitzen in etwa 
40 Min. geschieht. 

Auch hierdurch 1aBt sich nicht die starke Einbauaktivierung durch 
Erhitzen erklaren. Ferner ist aus den Kurven rechts oben b, d und f 
zu ersehen, daB Mescalin in diesen hohen Konzentrationen die Atmung 
hemmt, worauf schon friiher Quastel und Weathley® bei Versuchen 
mit Rattenhirn hinweisen. 





Diskussion 


Betrachtet man alle angefiihrten Versuche, so lassen sich keinerlei 
direkte Beziehungen zwischen Aktivitit der Aminoxydase und der 
Starke des Einbaues von Aminen in Proteine erkennen. Somit ist der 
in der vorigen Mitteilung postulierte Einbauhemmfaktor nicht der 
Aminoxydase ahnlich. Ferner bleibt die AtmungsgréBe des Homo- 
genates ohne ersichtlichen Einflu®B auf den Einbau. Der letzte Punkt 
steht in Ubereinstimmung mit den in der I. Mitt. beschriebenen Ver- 
suchen, aus denen hervorgeht, daB eine direkte Mitwirkung des Sauer- 
stoffs beim Einbau nicht notwendig zu sein scheint, daB jedoch gleich- 
zeitig oder auch zeitlich vor dem Einbau (ohne Aminzusatz) eine 
Oxydation ablaufen muB, die offensichtlich mit der Atmung in keiner 
Beziehung steht. 

Bei den Mescalinversuchen kann eine indirekte Einwirkung auf den 
Kinbau durch die Aminoxydase sowohl in vivo wie in vitro vernach- 
lassigt werden, da die von uns benutzten Ti-ze nur geringe Mengen 
,.Mescalinoxydase“ besitzen, die von der das PHA abbauenden aromati- 
schen Aminoxydase verschieden ist, wie wir eingangs anfihrten. Bei 
den Einbauversuchen mit PHA ist dagegen der indirekte EinfluB der 
Aminoxydase nicht zu vernachlissigen, wie wir schon in den Versuchen 
in vivo sahen!, die keinen Einbau ergaben, da die Aminoxydase 
das verabreichte PHA sehr schnell abbaute. 

In vitro miiBte eine véllige Ausschaltung der Aminoxydase einen 
verstarkten Einbau zulassen, der dann nicht nur in den ersten 40 Min. 
ablaufen kénnte, bis das Substrat durch die Aminoxydase verbraucht 
ist (Abb. 3). Dieses Ziel lieB sich aber mit den bekannten Hemmstoffen 
wie Isonicotinséurehydrazid® nicht erreichen, da dies ohne EinfluB 
auf den Einbau blieb. Entweder war die Hemmung fiir diesen Zweck 
zu schwach oder der Einbau wurde selbst gehemmt (Abb. 3 rechts 
unten d). 


8 J.H. Quastel u. A.H.M. Weathley. Biochem. J. 27, 1609 [1933]. 
® Experientia [Basel] 8, 349 [1952]. 
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In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung bemerkenswert. 
daB sich die Falle zu haufen scheinen, bei denen nach Isonicotinsaure- 
hydrazid-Behandlung akute Psychosen auftreten!®. Diese Beobachtung 
wiirde sich vollstindig in unsere Theorie einfiigen, da Isonicotinsaure- 
hvdrazid als Hemmstoff der Aminoxydase einen Schutzfaktor gegen 
den Amineinbau in Froteine ausschalten kénnte. Bei unseren in-vitro- 
Versuchen mit Isonicotinsiurehydrazid und Mescalin konnten wir den 
Yinbau zwar kaum beeinflussen, jedoch laBt sich dieses Ergebnis nicht 
direkt anf die Verhialtnisse in vivo tibertragen. 

Wie wir fanden und demniachst mitteilen werden, besteht die 
Moglichkeit der Ausschaltung der Aminoxydase zur Erreichung eines 
iiber langere Zeit ablaufenden Einbaues von PHA nur bei Versuchen 
mit isolierten Rinderleberzellkernen, die sehr wenig Aminoxydase 
onthalten. 

Beschreibung der Versuche 
Photometrischer Test auf Aminoxydase 
Prinzip: Ausschiitteln der im Verlaufe eines Versuches verbliebenen Amin 


menge aus dem enteiweiBten Zentrifugat mit Chloroform und Messen der Extinktion 
der Lésung des freien Amins in Chloroform bei 269 mu. 








— 
$ | 
: = 
Abb. 4. Eichkurve fiir die 2, 

: . ae i 
photometrische Mescalin- und & 26928 mu 
PHA-Bestimmung. Die in der 
Abszisse angegebene Amin- | 
menge wurde durch Ausschiit- 
teln aus trichlor-essigsiurehal- 05 
tiger, alkalischer, wiasseriger 
Lésung mit 3 cem Chloroform | @-Phenylithylamin 
erhalten. Ordinate: Extinktion 2689 mu 

bei 269 mu. é 
0,5 1 mg 


1. Kichung: Zu 0,5 cem Kalilauge und 0,25 ccm 20-proz. Trichloressig- 
siure werden 0,75 ccm einer wasserigen Mescalinsulfat- oder PHA-(HCI-Salz)-Lésung 
gegeben und einmal mit 3 ccm Chloroform ausgeschiittelt. Hierdurch wird fast 
die gesamte Aminmenge erfaBt. Nach dem Filtrieren der Chloroformphase durch 
ein kleines hartes Filter wird die Extinktion bei 269 mu in 1 cem Quarzkiivetten 
gemessen. Abb.4 zeigt die Eichkurve. ; 

2. Aminoxydase-Test: Der Test geschah unter den gleichen Bedingungen, 
unter denen die Einbauversuche ausgefiihrt wurden. Er ist deshalb fiir Amin- 
oxydase als nicht optimal zusammengesetzt anzuschen. Atmungsversuche im 
Warburg-Apparat wurden in etwa 13 ccm fassenden GefaiBen mit Kalilauge im 
Mitteleinsatz ausgefiihrt. Die Amine befanden sich zu Versuchsbeginn im Seiten- 
ansatz zusammen mit etwas Ringerlésung und wurden nach Temperaturausgleich 
zugekippt. Der mit der Glaselektrode gemessene py-Wert betrug 7,3. 


10 K. Conrad u. E. Scheib, Dtsch. med. Wschr. 78, 604 [1953]. 
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Beispiel emer Versuchszusammensetzung : 
0,50 eem Homogenat 1:1 (Ringerlésung), 
0,20 com Phosphatpuffer py 7,4/0,2-m., 
0,04 cem 2,6-proz. NaHCO,-Lésung, 
0,05 ccm 2-proz. Mescalinsulfat- oder PHA-(HCI-Salz)-Lésung, 
0,01 cem Wasser oder Zusatzlésungen, 
0,11 cem Ringerlésung ohne Bicarbonat, 
0,10 cem 5-n. Kalilauge (Mitteleinsatz). 

Der Abbruch der mit dem Photometer auszuwertenden Versuche geschah 
durch Zugabe von 0,5 cem Wasser und 0,5 ccm 20-proz. Trichloressigsiure. Nach 
einer Stunde wurde 5 Min. bei 3000 9 zentrifugiert und 1 cem der tiberstehenden 
Lésung mit 0,5 ccm I-n.Kalilauge versetzt und 1 Minute mit 3 cem Chloroform 
ausgeschiittelt. Zur Entfernung von Wassertrépfchen wurde die Chloroformphase 
durch ein kleines hartes Filter filtriert und die Extinktion in 1 cem Schichtdicke 
in Quarzkiivetten bei 269 my bestimmt. 


Zusammenfassung 


Bei der Priifung, ob die aromatische Aminoxydase einen ent- 
scheidenden Einflu8 auf den in-vitro-Einbau von Aminen in Proteine 
austbt, oder ob ein direkter Zusammenhang zwischen Einbau und 
Tatigkeit der Aminoxydase besteht, wurde gezeigt, daB dies nicht der 
Fall ist. Der.in der vorhergehenden Mitteilung postulierte Einbau- 
hemmfaktor weist keine Ahnlichkeit mit der Aminoxydase auf. 


Eine Beitrag zur Methodik der 
kolorimetrischen Hyaluronsaurebestimmung 


Von 
E. Heim und R. Vierling 


Aus dem Institut fiir Tierzucht der Universitat Miinchen 
Vorstand: Bundesminister Prof. Dr. Dr. h.c. Niklas 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Februar 1953) 


Bei unseren Untersuchungen iiber das Hyaluronsaure-Hyaluron- 
idase-System beniitzten wir zur kolorimetrischen Hyaluronsauremessung 
als Arbeitsgrundlage das Verfahren zur Bestimmung der Hyaluron- 
siure in Organen nach Langecker!?. 

Langecker beschreibt ihr Verfahren im einzelnen folgendermaBen: ..Die 
empfindlichste Reaktion auf Hyaluronsiure beruht auf der Beobachtung, dai 
Hyaluronsiure mit verdiinntem Serum (Albumin) bei py 4,2, dem isoelektrischen 
Punkt des Proteins, einen Niederschlag bzw. eine Triibung gibt, die konzen- 
trationsabhangig ist. Fiir die Bestimmung in Geweben und KGrperfliissig- 
keiten mu8 die Hyaluronsiure aus ihrem Verband mit den Proteinen gelést und 





1H. Langecker, Klin. Wschr. 30, 222 [1952]. 
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die kérpereigene Hyaluronidase méglichst rasch inaktiviert werden. Dazu wird 
das im Fleischwolf zerkleinerte Material bei py 6 ausgekocht. Die so gewonnenen, 
immer noch eiweiBreichen Extrakte werden durch eine Pepsinverdauung geklart. 
Erst dann wird die Triibungsreaktion angestellt. In einem Parallelversuch wird 
mit Hyaluronidase die Hyaluronsiure abgebaut und die Differenz der so erhaltenen 
Triibungen als Hyaluronsiure bewertet. 


Reagenzien: (1) 0,l-n. Natriumacetatpuffer, py 6 

(2) 0,02-n. Natriumacetatpuffer py 6 

(3) 0,5-n. Natriumacetatpuffer, pu 4,2 

(4) 0,l-n. Natriumacetatpuffer, py 4 

(5) Pferdeserum (frei von Desinfizientien), zum Gebrauch 1:10 mit Natrium- 
acetatpuffer (3) verdiinnt 

Hyaluronidase (15 E Kinetin Schering) in Acetatpuffer (2) 
Hyaluronsaure, 0,5°/)) (aus Nabelschnur) in Acetatpuffer (1) 
Pepsinlésung DAB 6, 5-proz.in Acetatpuffer (4). 


(6 
(7 
(8 


STS a 


Ausfiihrung der Bestimmung: Das unmittelbar nach dem Tod des Tieres 
entnommene Organ wird méglichst rasch durch den Fleischwolf getrieben, mit 
eisgekiihltem Acetatpuffer (1) versetzt (auf 10g Organ 15—50cem Puffer) und 
fiir 10 Min. in ein kochendes Wasserbad gebracht oder, nach neueren Angaben 
von Langecker. 20 Stdn. mit dem 10-fachen Vol. Aceton stehengelassen; nach 
AbgieBen des Acetons werden die letzten Reste auf einem Lichtbad entfernt. 
Man erhalt dann ein pulverisierbares Trockenmaterial, von dem eine Kinwaage 
von 3g in 20cem Acetatpuffer rasch aufgekocht wird. AnschlieBend wird das 
eisgekiihlte Material durch Mull abgepreBt. Der PreBsaft wird dann rasch auf- 
gekocht und von ausgeflocktem Eiweif abzentrifugiert oder filtriert. Zur wei- 
teren EnteiweiSung wird das tribe Filtrat zu gleichen Teilen mit Pepsinlésung (3) 
versetzt und 3 Stdn. bei 37° inkubiert, danach neuerlich zentrifugiert oder fil- 
triert. In diesem nunmehr in den meisten Fallen blanken Filtrat wird der 
Triibungstest wie folgt ausgefiihrt: 


I. 1 ccm enteiweiBter Extrakt 
lcem Acetatpuffer (2) in Eisbad stellen 
8cem Serum-Puffergemisch (5) 30 Min. in Eisbad stehenlassen 


II. 1 cem enteiweiBter Extrakt 
lcem Hyaluronidase (6) 30 Min. bei 37° inkubieren, dann ins Lis- 
bad stellen 
8 ccm Serum-Puffergemisch (5) 30 Min. Eisbad 


III. Leerwert: 
lcem Acetat-Puffer (1) 


leem Acetat-Puffer (2) Eisbad 
8cem Serum-Puffergemisch (5) 30 Min. Eisbad 


Die Triibungsmessung erfolgt im Havemannschen lichtelektrischen Kolori- 
meter mit Filter BG 12 ohne Mattscheibe in einer Kiivette von 10mm Durcl:- 
messer. Die Triibungen werden auf einer Kontrollkurve abgelesen, die jeden Tay 
aus der Triibungsreaktion von 6 verschiedenen Verdiinnungen (0,5°/99, 0.4°',,,, 
0,3°/59, 0,2°/oy, 0.19/09, 0,059/9) reiner Hyaluronsétire ermittelt werden. 


Ansatz: 1 cem Hyaluronsaéurelésung (7) 
leem Acetatpuffer (2) 
8 ccm Serum-Puffergemisch (5). 


Bei unseren Versuchen verwendeten wir das Elko II (Elektro- 
photometer) von Zeiss-Opton mit Quecksilberlampe und Hg-Filter 405. 
Schichtdicke der MeB-Kiivette 1,998. Das unmittelbar nach dem Tod 
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des Tieres entnommene Organmaterial wurde mit dem 10-fachen Vol. 
Aceton 20 und mehr Stdn. stehen gelassen, um Wasser und Fett zu 
extrahieren und die gewebseigene Hyaluronidase zu inaktivieren. Das 
Organmaterial darf auch weit tiber 20 Stdn. im Aceton verbleiben. 
Die anschlieBend nach dem Vorgehen von Langecker nach der Pepsin- 
verdauung erhaltene Fliissigkeit war aber trotz des Filtrierens und 
Zentrifugierens (3000 U/Min.) selten klar und lieferte bei der nach- 
folgenden Triibungsmessung keine zuverlissigen Ergebnisse. Wir ver- 
muteten zunachst, daB es sich bei den noch vorhandenen Triibungen 
um Fettriicksténde handelte, die von dem Aceton aus den Proben 
nicht restlos extrahiert worden waren, und versuchten, das Fett mit 
Ather auszuschiitteln. Das Filtrat wurde auch weiterhin nicht klar. 
so daB es sich nur um Eiweibriickstiénde handeln konnte. Um das 
SiweiB vollstandig zu entfernen, verwendeten wir nun 10-proz. Pepsin- 
lésung und filtrierten durch feinporige Glasfilter von der GroBenordnung 
2G3 (Schott). Hierdurch erhielten wir in jedem. Fall optisch klare 
Filtrate zur Ausfiihrung des Triibungstestes. 
Im Verlauf unserer Versuche zeigte es sich, da sich die Kiskithlung 
des Acetatpuffers (1), der dem Organpulver zugesetzt wird, sowie auch 
die Eiskihlung nach dem Aufkochen eriibrigt. 
Erstaunlicherweise trat bei den verschiedensten Proben nach 
Kinetin-Zusatz nicht die erwartete Triibungsminderung, sondern im 
Gegenteil eine erhéhte Triibung auf. 
Wir verwendeten zur Bestimmung des Triibungstestes nicht 15 E 
Kinetin wie Langecker, sondern 2 E Kinetin (Schering) oder 100 VRE 
Luronase (Bayer), wobei zu bemerken ist, da nach unseren Versuchen 
100 VRE Luronase im wesentlichen quantitativ wie auch qualitativ 
2 E Kinetin (Schering) entsprechen. 
Nachdem fiir den Wirkungsbereich der Hyaluronidase noch keine inter- 
national standardisierte Einheit festgelegt ist, werden die Einheiten folgender- 
maBen definiert: 
1. Nach Schering: 1 Schering Einheit ist diejenige in 1 cem Lésung enthaltene 
Hyaluronidase-Menge, von der 0,1 ccm die Viskositat von 0,5 ccm einer 
Standard-Hyaluronsiurelésung bei 30°C und einem py 4,5 innerhalb von 
10 Min. um die Halfte herabsetzt. 

2. Nach Bayer: Als Viskositaéts-Reduktions-Kinheit wird '/,)) derjenigen 
Fermentmenge definiert, die zu 2 ccm einer 1-proz. Rinder-Glask6rperlésung 


zugesetzt, deren Viskositaét bei py 4,7 und 25°C in 10 Min. auf einen Wert 
herabsetzt, der in der Mitte zwischen Ausgangswert und Wasserwert liegt. 


Y 


In der Annahme, daf 2 E Kinetin nicht in jedem Fall zum Tri- 
bungsabbau geniigen, verwendeten wir nunmehr 5 und 10 E Kinetin. 
Jedoch auch hier traten bei der kolorimetrischen Messung die erhdhten 
Triibungen ein. Nun unterwarfen wir das Kinetin einer besonderen 
Messung im Leerwert in Héhe von 2,5 und 10 E. Dabei ergaben sich 
aber absolute Leerwerte, so daB also das Kinetin nicht die Ursache fiir 
die erhéhten Triibungen sein konnte, wogegen auch die zahlenmaBigen 
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Unterschiede in der Hohe der Triibungen bei den einzelnen Proben 
trotz konstanter Kinetin-Konzentration sprechen. 

Wir halten es fiir méglich; daB diese zusatzlichen Triibungen die 
Folge einer individuell verschiedenen EiweiBkonstitution sind, das 
heiBt, daB der EiweiBabbau mit Pepsin nicht einheitlich und _ voll- 
stindig verlauft, und daB die zugegebene Hyaluronidase mit bestimmten 
EiweiBabbauprodukten Reaktionen einzugehen vermag, deren Produkte 
die erhéhten Triibungen verursachen. 

Um einen weitgehenden EiweiBabbau zu erzielen, verwendeten 
wir an Stelle des Pepsins Combizym*. Da dieses nur im alkalischem 
Medium wirksam ist, muBbten die p,-Werte der Pufferlésungen (3 und 4) 
verindert werden, wobei darauf zu achten war, daB der py-Wert der 
MeBlésung wieder 4,2 betrug, da die Hyaluronsiure mit verdiinntem 
Serum ja nur bei einem py 4,2, dem isoelektrischen Punkt des Proteins, 
einen Niederschlag bzw. eine Triibung gibt, die konzentrationsabhangig 
ist. Es ergaben sich demnach folgende Anderungen der Reagenzien: 
(3) 0,5-n. Natriumacetatpuffer py 3.8 (4) O.1-n. Natriumacetatpuffer p 8.5 
Combizymlésung, 5-proz. im Acetatpuffer (4). 


Da das Combizym sich im Acetatpuffer nicht lést und auch durch 
ein '4-stdg. Zentrifugieren nicht vollstindig ausgefallt werden kann, 
wurde nach dem Zentrifugieren die Lésung noch in den besonders 
feinporigen Filtertiegeln A 1 filtriert. Dadurch wurden alle Combizym- 
reste entfernt und man erhielt ein vollsténdig klares, zur Messung 
geeignetes Filtrat. Die tibrige Versuchsmethodik blieb unverandert. 


Wie die Tab. 1 und 2 zeigen, wurden die Extrakte aus Fleischproben 
(M. gracilis und M. brachiocephalicus) von 7 Ochsen sowohl durch Pepsin als auch 
durch Combizym verdaut. Es ergab sich: 


Tab. 1. 


Hyaluronsiurewerte im Muskelfleisch von Ochsen nach Pepsinverdauung. 
































nach Hvaluronidase- |Hyaluron-| | 
. , Tier Ex- °fo der Zusatz siure- |Erhohte] feer- 
Fleisehpartie Nr. |tinktion} | Dureh- Ex- ]°/,derDureh-| g2halt friburg) wert 
—— tinktion lass ig seit in °/oo allen 
M. Gracilis 1 0,000 100 0,007 98,95 1,05 
M. Gracilis 2 0,014 96.89 | 0,000 100 0,043 : 
M. Brachioc. 3a | 0,006 98,55 | 0,01 97,54 1,01 
M. Gracilis 3b 0,007 98,89 | 0,023 94,8 4,09 
M. Gracilis 4 0,047 89,89 | 0,065 86,17 3, ta 
M. Brachioc. da 0,017 96,21 0,011 97,61 0,008 
M. Gracilis 5b 0,000 100 0,000 100 - 
M. Brachioc. 6 0,000 100 0,000} 100 
M. Gracilis F | 0,04 91,2 0,099 79,62 - 11,56 


* Combizym enthilt Proteasen, Lipasen, Amylase, Cellulase und Hemicellu- 
lase teils pankreatischer, teils pflanzlicher Herkunft. Herstellerfirma: Luitpold - 


werk, Miinchen. 
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Tab. 2. 


Hyaluronsiurewerte im Muskelfleisch derselben Ochsen nach Combizymverdauung. 





























o/, der {nach Hyaluronidase- aluro..- 
pelsilewiitie Tier _ Ex- Dureh. "Soman mare: ead Leer- 
; . Nr. |tinktion] lissig- Ex- |f,derDureh-| gehalt rn Of, | were 
keit ltinktion| lissigkeit inj | ove 
M. Gracilis l 0,055 | 88,09 |0,0375! 91,76 | 0,155 
M. Gracilis 2 0,066 | 86,03 | 0.044 | 90,44 | 0,028 ; 
M. Brachioc. 3a | 0,054 | 88,38 | 0,06 | 87,17 1,15 
M. Gracilis 3b | 0,042 | 90,83 | 0,051] 89,01 1,82 
M. Gracilis . 4 0,109 | 77,76 |0,122 | 75,64 22 
M. Brachioc. 5a_ | 0,096 | 80.29 | 0,104 | 78,79 1.50 
M. Gracilis 5b | 0,136 | 73,12 | 0.107 78,33 0,174 
M. Brachioc. 6 0,127 | 74,68 |0,121 | 75,8 0,04 
M. Gracilis 7 0,117 | 76.5 10,102 | 79,11 0,022 


1. Bei Tier 2 war nach beiden Verfahren Hyaluronsiure nachweisbar. 

2. Bei Tier 3 und 4 war bei beiden Methoden eine erhéhte Triibung festzustellen, 
wobei zu beachten ist, daB bei Tier 3 aus zwei verschiedenen Muskeln Proben 
entnommen wurden. Der bei der Fleischprobe 5a bei der Pepsinverdauung 
vefundene sehr niedrige Hyaluronsiurewert von 0,008°/99, der sich bei der 
Combizymverdauung als erhéhte Triibung ausdriickte, stellt einen Grenz- 
wert dar, der unter Beriicksichtigung cines noch unbekannten mittleren 
Aufarbeitungsfehlers ebenfalls als Leerwert oder erhéhte Triibung bezeichnet 
werden kann. 

3. Bei Tier 1, 5, 6 und 7 zeigten sich bei der Pepsinverdauung erhéhte Tribungen, 
bei der Combizymverdauung dagegen Triibungsabbau, das heiBt Nachweis 
von Hyaluronsiure. 

Diese Ergebnisse stiitzen die Vermutung, dab die erhdhten Trii- 
bungen der Ausdruck eines bei den einzelnen Tieren verschiedenen 
EiweiBaufbaues sind. Der Beweis fiir diese Annahme kann nur von 
chemisch-biologischer Seite gefitihrt werden. 

Was die Hyaluronsiurebestimmung im gesamten angelt, so muB hier ein- 
schriankend bemerkt werden, da8 Gibian® darauf hinweist, daB es eine definierte 
Hyaluronsaure nicht gibt, und daB auch aus turbidimetrischen Daten keine Riick- 
schliisse auf die Konzentration einer definierten Hyaluronsiure gezogen werden 
kénnen. Es werden namlich nur Durchschnittswerte von Gemischen polymer- 
homologer Ketten ermittelt. Die prozentuale Zusammensetzung der verschieden 
langen Polymeren kann bei gleichen MeBergebnissen verschieden sein. Solche 
nicht polymer-analoge Saéuren werden dann unter sonst gleichen Bedingungen 
fermentativ unterschiedlich abgebaut. Die kiirzeren Ketten werden offenbar 
langsamer abgebaut als langere. 

Die ermittelten Hyaluronsiurewerte miissen als relative und nicht 
absolute Daten gewertet werden. Das schmilert aber keinesfalls den 
Wert der turbidimetrischen Hyaluronsiure-Bestimmung fir bio- 
fogische Untersuchungen, da diese Untersuchungen ja alle von der 
gleichen relativen Grundvoraussetzung ausgehen. 

Zum SchluB seien in Tab. 3 zur Demonstration unserer gegentiber Langecker 
verbesserten Methode einige Hyaluronsiure-Bestimmungen von Unterhaut-Binde- 
gewebe und der Muskulatur von Kiihen nach Combizym-Verdauung angefiihrt. 


2 H. Gibian, diese Z. 289, 25] [1952]. 
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Tab, 3. 


Hyaluronsiurewerte im Unterhautbindegewebe und Muskelfleisch vou Kiihen. 




















: Ter Ex- of, der — a | Hyaluron- 
Nr. | tinktion thenighelt Ex- | /derDurcb- — 
tinktion liss'gkeit 
Unterhautbindegew. 1 0,038 91,69 0,004 99,05 0,256 
99 2 O,185 65.33 0,162 88,73 0,106 
on 3 0,092 80,89 0.051 88,92 0,054 
+ O18 76,17 0,094 80.6 0,041 
. 5) 0,041 90,91 0,012 97,35 0,31 

M. Brachioc. 6 0,06 87,12 0.023 94,99 0,351 
M. Gracilis ee if 0,07 85,2 0,026 93,69 0,348 
M. Brachioc. .. . 8 0,071 85,02 0,034 92,34 0,236 
M. Gracilis . ae 9 0.044 90.44 0,02 95,44 0,355 
M. Gracilis . . <1 ao 0,037 91,72 0,022 95,12 O95 








Zusammenfassung 


Eine Reihe von Abiinderungen zur Verbesserung der Methode 
von Langecker wird beschrieben. Als vorteilhaft erwies sich die 
Verwendung von stark tryptischem Ferment (Combizym) anstatt von 
Pepsin zur Proteolyse der Muskelextrakte. Als Ursache fiir die viel- 
fach auftretende erhéhte Triibung nach Hyaluronidase-Zusatz wird 
ein individuell verschiedener Eiweil}-Aufbau vermutet. 


Erfahrungen bei flammenphotometrischen Natrium-, Kalium- 
und Calcium-Bestimmungen im Blutserum 
Von 
A. Hilgers 
Aus der Medizinischen Abteilung des Silikose-Forschungsinstitutes der Bergbau-Berufsgenossenschaft 
Bochum (Chefarzt: Dr. H. Beckmann) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juli 1953) 


Bei unseren Versuchen zur flammenphotometrischen Analyse be- 
dienten wir uns des Zeiss-Flammenphotometers, Modell IIT. Durch 
PreBluft, die in einem Kompressor erzeugt, durch Filter gereinigt und 
durch ein zweistufiges Reduzierventil auf einem médglichst konstanten 
Druck gehalten wird, wird die zu untersuchende Fliissigkeit durch 
Injektorwirkung in einer Kapillare angesaugt und zerstiubt. Oberhalb 
der Kapillare findet sich eine Prallkugel Die zerstiubte Fliissigkeit 
wird dann mit Acetylen gemischt und verbrennt oberhalb des Brenner- 
rohres. Das Licht der Flamme wird iiber einen Hohlspiegel. ein Linsen- 
system und ein zwischengeschaltetes Glas- oder Interferenzfilter aut 
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eine Selensperrschichtzelle geworfen, deren Photostrom mit einem 
empfindlichen Spiegelgalvanometer mit passendem  aperiodischen 
Grenzwiderstand auf einer Skala mit 1000 Teilstrichen gemessen wird. 
Weitere und genaue Erliuterungen sind in der Literatur??? und 
in der Gebrauchsanweisung von Zeiss enthalten. 

Fiir jedes Flammenphotometer sind die optimalen Drucke von 
PreBluft und Acetylen verschieden und daher durch Versuche vorhet 
festzulegen. Wie aus Abb. 1 hervorgeht, nimmt der Photostrom der 
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Sperrschichtzelle bei einem bestimmten Prebluftdruck mit steigendem 
Acetylendruck zunichst an Starke zu, um dann bei vorgeschaltetem 
Filter ,,.Na 59° und ,,Ca 63 I‘ nach Erreichen eines maximalen Wertes 
wieder abzufallen, wihrend bei dem Filter ,,K 77°*, das zur Kalium- 
bestimmung dient, der Photostrom auch bei Acetylendrucken, die 
héher sind als der Druck einer 65 mm hohen OlivenGlsiule, weiterhin 
ansteigt. Der Kurvenverlauf ist bei den verschiedenen PreBluftdrucken 
im Prinzip der gleiche, es tritt lediglich bei héheren PreBluftdrucken 
eine Verschiebung der Kurven zu gleichfalls héheren Acetylendrucken 


1H. Riehm, Z. analyt. Chem. 127, 249 [1944]. 
2 E. Rauterberg u. E. Knippenberg, Z. Bodenkunde Pflanzenernaéhrung 
20, 364 [1941]. 
3 J. Belke u. A. Dierkesmann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 205, 629 [1948]. 
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auf (Abb. 2). Aber auch in Abhangigkeit vom ansteigenden Prebluft- 
druck zeigt der Photostrom bei einem bestimmten Acetylendruck und 
gleichzeitigem Konstanthalten aller anderen Versuchsbedingungen einen 
kurvenmaBigen Verlauf, der bei vorgeschaltetem Filter ,,Ca 63 I“‘ sogar 
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Abb. 2. EjinfluB des 
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ein Maximum erkennen ]aBt (Abb. 3). Bei einem Acetylendruck einer 
80mm hohen Olivendlsiule fallt der Photostrom bei PreBluftdrucken, 
die iiber 0,56 atii hinausgehen, wieder deutlich ab. Bei hohen PreBluft- 
drucken wird die Flamme unruhig und der Skalenausschlag neigt zum 
Pendeln, bei geringen PreBluftdrucken leuchtet dagegen das unvoll- 
staindig verbrannte Acetylen auf. Aus diesen 3 Kurven geht eindeutig 
hervor, wie wichtig es ist, PreBluft- und Acetylendruck wahrend einer 
MeBreihe konstant zu halten, und es kann aus ihnen der fiir die 
Messungen ungefahr giinstige Druck von PreBluft und Acetylen ent- 
nommen werden. Als optimal gilt jedoch erst der PreBluft- und Acetylen- 
druck, der in einer MeBserie, z. B. 20 Messungen einer bestimmten 
Flissigkeit in 8 Min., die geringsten durchschnittlichen Abweichungen 
vom Mittelwert erkennen 1laft. Die durchschnittliche Abweichung 
vom Mittelwert iiberschreitet im giinstigen Fall +0,5°, nicht. Die 
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Reproduzierbarkeit der flammenphotometrischen Messungen ist, be- 
sonders innerhalb eines engen Zeitraumes, sehr gut. 

Zur Charakterisierung der Filter im Hinblick auf die Ronuchlienket 
fiir flammenphotometrische Untersuchungen kann man den sogenannten 
Interferenzfaktor eines Filters heranziehen, der besagt, um wieviele Male 
die Konzentration eines anderen unerwiinschten Elementes héher sein 
mu als die Konzentration des bei diesem Filter zu analysierenden 
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Klementes, wenn beide Fliissigkeiten den gleichen Photostrom bei diesem 
Filter erzeugen sollen. Der Interferenzfaktor ist jedoch auBer von den 
Kigenschaften des Filters noch abhingig von der spektralen Empfind- 
lichkeit der Sperrschichtzelle, den Flammenbedingungen, die zur 
imission des Lichtes anregen, und dem gewahlten Konzentrations- 
bereich. Bei héheren Konzentrationen iiber 10 mg, tritt eine zu- 
nehmende Sattigung der Acetylenflamme auf und der Photostrom nimmt 
bei weiter ansteigenden Konzentrationen deutlich weniger stark zu. Es 
empfiehlt sich daher, bei diesen vergleichenden Untersuchungen nach 
Moglichkeit unter der Konzentration von 10 mg°, zu bleiben. Weiterhin 
sind noch von Interesse die Werte iiber die Durchlissigkeit des Filters 
in dem gewiinschten Spektralbereich und seine Empfindlichkeit. Die 
Empfindlichkeit lat sich ausdriicken in der geringstméglichen Konzen- 
tration des gewiinschten, zu analysierenden Elementes, das hierbei noch 
einen. praktisch meBbaren Photostrom ergibt. Das Minimum des 
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praktisch meBbaren Photostroms nahmen wir bei einem Ausschlag 
von 5 Sktln. an (Tab. 1). 


Tab. 1. 





| Filter ,.Na 59% | Filter ,,K 77° 


Filter ,,Ca 63 I 





Durchlassigkeit in °% bei 
der gewiinschten Wellen- 
lange . ee eee 

Empfindlichkeit (P hoto- 
strom von 5 SktlIn.) 


0 
1% 


0,01 mg®,, Na 


Qno 
90% 


0,001 mg®, K 


20% 


0,01 mg®%, Ca 














Interferenzfaktor Natrium 1 1300 600 
Interferenzfaktor Kalium 2000 ] 200 
Interferenzfaktor Calcium 15 400 1 


Die Selensperrschichtzelle hat den Nachteil, auf die Belichtung 
triage zu reagieren und dann zu ermiiden. In den ersten 10 Min. erreicht 
der Photostrom einen maximalen Wert und fallt dann im weiteren 
Verlauf bei gleichbleibender Belichtung etwa gleichmaBig ab. Diese 
Ermiidung driickte sich bei unseren Versuchen nach einer standigen 
und auch nach einer rhythmisch unterbrochenen Belichtung von 50 Min. 
in einer Abnahme des Ausgangswertes von etwa 6°, aus. Dies bedeutet, 
da wihrend einer MeBreihe von 10 zu untersuchenden Lésungen, die 
in ungefaéhr 5 Min. flammenphotometrisch bestimmt werden kénnen, 
die Ermiidung der Photozelle bereits eine durchschnittliche Minderung 
des anfainglichen Skalenausschlages um 0,6°,, bewirkt. Um den EinfluB 
sowohl der ermiidenden Photozelle als auch der geringfiigigen Schwan- 
kungen des Prebluft- und Acetylendruckes, die sich nicht voéllig ver- 
hindern lassen, méglichst klein zu halten, wurden vor und nach jeder 
MeBreihe die entsprechenden LEichlésungen flammenphotometrisch 
bestimmt und das arithmetische Mittel aus beiden Messungen der Be- 
rechnung der Natrium-, Kalium- und Calciumanalysen zugrunde gelegt. 
Durch die Bestimmung der Eichwerte vor und nach der MeBreihe 
werden ferner Verainderungen, wie Verstopfungen oder Verkleinerungen 
des Kalibers der Ansaugkapillare oder der Diise sofort erkannt. 

Das Serum wurde zur Kalium- und Calciumbestimmung zehnfach 
verdiinnt, zur Natriumbestimmung hundertfach, wie es u.a. bereits 
Belke und Dierkesmann® sowie Hiibener* vorgeschlagen haben. 
1 ccm Serum war ausreichend fiir die Bestimmung von Natrium, Kalium 
und Calcium. Fiir eine flammenphotometrische Analyse geniigt die 
Zerstiubung von 5 ccm Flissigkeit. Ohne Schwierigkeiten ist jedoch 
auch die Benutzung eines hundertfach verdiinnten Serums fir die 
flammenphotometrische Kaliumbestimmung wegen der hohen Durch- 
lassigkeit des Filters ,,K 77°‘ und der Intensitaét der hier auftretenden 
Kalinmspektrallinien gut méglich, wie Paralleluntersuchungen an zehn- 
fach und hundertfach verdiinntem Serum bewiesen. Durch die Be- 


4H. J. Hiibener, diese Z. 289, 188 [1952]. 
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nutzung des hundertfach verdiinnten Serums fiir die Natrium- und 
Kaliumanalyse wird die erforderliche Menge an Blutserum auf 0,5 cem 
reduziert. Fir die Calciumbestimmung ist es ratsam, ein zehnfach oder 
zwanzigfach verdiinntes Serum zu benutzen, um einen gentigend starken 
Photostrom zu erhalten. 

In Anbetracht der besonderen Konzentrationsverhaltnisse von 
Natrium, Kalium und Calcium im Serum haben wir bestiatigen kénnen, 
daB zur Natriumanalyse sowohl der Gehalt an Kalium als auch der 
Gehalt an Calcium unberiicksichtigt bleiben kénnen. Das Kalium stért 
hier tiberhaupt nicht, das Calciumemissionslicht nur in geringem MaBe. 
Sowohl bei der Verbrennung reiner Kalium- oder Calciumlésungen als 
auch bei gemischten Natrium-Kalium-Calciumlésungen im Konzen- 
trationsbereich des verdiinnten Serums wird der reine Natriumanalysen- 
wert nur bis zu héchstens +-0,5°,, beeinfluBt, was vernachlassigt werden 
kann. 

Bei der Kaliumbestimmung mit dem Filter ,,K 77‘ muB neben 
einer geringen Durchlissigkeit des Filters fiir das Emissionslicht des im 
Verhaltnis zu Kalium 15—20-mal stirker konzentrierten Natriums vor 
allem die Anregung der Kaliumlichtemission durch die Natriumionen 
beriicksichtigt werden. Wihrend eine reine Lésung von 30mg%, 
Natrium einen Ausschlag des Galvanometers von ungefihr 1% des 
unter gleichert Bedingungen abgelesenen Ausschlages einer Lésung 
von 2mg% Kalium bewirkt, die etwa einer mittleren zehnfach ver- 
diinnten Serumkonzentration entspricht, verursacht eine gemischte 


Lésung von 2mg°, Kalium + 30mg%, Natrium eine Zunahme von 
etwa 27%, gegeniiber dem Wert von 2mg°%, Kalium. Der Serum- 


gehalt an Natrium beeinfluBt daher den Galvanometerausschlag bei der 
Kaliumbestimmung betrichtlich. Der Serumgehalt an Calcium stért 
dagegen nicht. Abb. 4 zeigt den EinfluB steigender Natriumkonzen- 
trationen in gemischten Natrium-Kaliumlésungen. Es fallt hierbei auf, 
daB im Bereich der niedrigen Natriumkonzentrationen die relative 
Steigerung der Kaliumlichtemission durch das Natrium wesentlich 
héher als bei hohen Natriumkonzentrationen ist, und daB mit steigendem 
Kaliumgehalt die Anregung der Natriumionen zur Kaliumlichtemission 
stirker hervortritt. Nur in engen Konzentrationsbereichen ist offen- 
sichtlich der Kurvenverlauf eine Gerade. So konnte auch u.a. der 
S-férmige Verlauf der Photostromkurve einer reinen Kaliumlésung im 
Konzentrationsbereich von 4—8 mg®,,, der z. Tl. andernorts nicht ge- 
funden wurde, bestatigt werden?®. 

Bei der Calciumbestimmung mit dem Interferenzfilter ,,Ca 63 I“ 
stort die Durchlassigkeit des Filters sowohl fiir das Natrium als auch 
fiir das Kaliumemissionslicht. Dariiber hinaus wird auch die Calciumlicht- 
emission durch gleichzeitig anwesende Natrium- oder Kaliumiénen ver- 
starkt, was bisher u. a. von Riehm}!, Belke und Dierkesmann? nicht 





5 J. Fischer u. H. Zettler, Chemie-Ing.-Techn. 24, 146 [1952]. 
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Abb. 4. 
KinfluB —verschiedener 
Natriumkonzentrationen 
die Kalium-Eich- 
kurve. 
Ordinate: Skalenteile, 
Abszisse: mg®{, Kalium. 
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bemerkt worden ist. Aus Tab. 2 geht hervor, da bei dem Filter ,,Ca 63 I°* 
ein Natriumgehalt von 30 mg”, der in einer reinen Natriumlésung etwa 
4,6°%, des Skalenausschlages einer 1 mg-proz. Calciumlésung ausmacht, 
in einer mit 1 mg®%, Calcium gemischten Lésung dagegen eine Ver- 


Tab. 2. 





Filter ,,Ca 63 I‘ 


Filter ,,K 77° 


Filter ,,Na 59° 














Leerwert (H,O):| Leerwert (H,O): | Leerwert (H.0): 
37 Skt. 13 Skt. 3 Skt. 
Skt. Skt. Skt. 
1 mg% Calcium 545 0 ] 
30 mg% Natrium. 25 5 748 
2mg% Kalium. .... 5 430 0 
30 mg% Natrium + 2mg% 
Kalium a 29 548 748 
1 mg% Calcium + 30 mg% 
Natrium . 52 UN 613 5 750 
1 mg% Calcium + 2 mg% 
La i ree 590 431 1 
1 mg% Calcium + 30 mg% 
Natrium + 2 mg% Ka- 
lium. Perle ies 618 550 750 
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starkung des Photostroms um etwa 12,5°,, bewirkt, und zweitens, daB 
ein Kaliumgehalt von 2 mg%,, der in einer reinen Kaliumlésung nur 1°, 
des Photostroms einer 1 mg®,, Calciumlésung ergibt, in einer mit 1 mg®,, 
Calcium gemischten Lésung eine Verstirkung des Photostroms um 
8,3°, verursacht. Der Endwert einer Natrium-Kalium-Calciumlésung 
ergibt sich bei Benutzung des Filters ,,Ca 63 I‘ nicht additiv aus den 
Skalenausschlaigen der entsprechenden Natrium-, Kalium- und Calcium- 
lésungen. Aber auch der Photostrom der gemischten Natrium-Kalium- 
lésung ergibt nicht bei Addition zum Skalenwert der 1 mg-proz. Calcium- 
losung den Wert der entsprechenden gemischten Natrium-Kalium- 
Calciumlosung. Es mu8 vielmehr auch fiir die Calciumlichtemission ein 
verstirkender Effekt von Natrium- und Kaliumionen in der heiBen 
Acetylenflamme angenommen werden, wie er bereits seit langem fiir die 
gegenseitige Anregung von Natrium- und Kaliumionen bekannt ist. 
Als Vergleichslosungen bei der flammenphotometrischen Calcium- 
bestimmung miissen demnach gemischte Natriim-Kalium-Calcium- 
lésungen angewandt werden. 

Auffallig ist hier ferner der nur gering verstarkende Effekt des 
Kaliums einer gemischten Natrium-Kalium-Calciumlésung, verglichen 
mit dem Wert einer Natrium-Calciumlésung. Wahrscheinlich tritt der 
das Calciumemissionslicht verstirkende Effekt des Kaliums wegen der 
relativ viel héheren Konzentration des Natriums in der gemischten 
Natrium-Kalium-Calciumlésung nicht mehr auf, das Kaliumemissions- 
licht bewirkt hier vermutlich allein wegen der Durchlissigkeit des Filters 
,,Ca 63 I eine geringe Erhéhung. Aber auch das Natrium vermag in 
einer gemischten Natrium-Kalium-Calciumlésung gegeniiber der ge- 
mischten Kalium-Calciumlésung keine wesentlich stirkere Erhéhung 
des Photostroms zu bewirken, als sie allein schon durch die Durch- 
lissigkeit des Filters ,,Ca 63 I‘ fiir das Licht einer reinen Natrium- 
lésung verursacht ist. Zur besseren Orientierung sind in Tab. 2 auBerdem 
die Skalenausschlige bei Benutzung der Filter ,,.Na 59° und ,,K 77° 
mitangefiihrt und um gleichzeitig die weitgehende Analysenreinheit 
der verwendeten Substanzen aufzuzeigen. 


Methodik 

Die Herstellung der Eichlésungen erfolgte durch Auflésen von analysen- 
reinem Natriumchlorid, Kaliumchlorid und Calciumchlorid in dest. Wasser. Da 
das Chloridion 79% aller anorganischen Anionen des Blutserums ausmacht, haben 
wir bei der Herstellung der Eichlésungen stets die Chloride benutzt. Der EinfluB 
der anderen im Serum vorkommenden anorganischen Anionen auf die flammen- 
photometrischen Bestimmungen ist gering und kann vernachlassigt werden‘. 
25,418 g Natriumchlorid ad 1000,0 H,O ergaben eine 1-proz. Natriumlésung, 
19,069 g Kaliumchlorid ad 1000,0 H,O eine 1-proz. Kaliumlésung. ZweckmaBig 
war je eine weitere Verdiinnung auf 50 mg%. Die hygroskopische Eigenschaft 
des Calciumchlorids erlaubt kein genaues Abwiegen, weshalb aus dem pyknometrisch 
genau bestimmten spezif. Gewicht einer konz. Calciumchloridlésung die Konzen- 
tration der Lésung nach der Formel 

s — 0,9981 


———__——— = 9) CaCl, (s = spezif. Gewicht der Calciumchloridlésung) 
0,0083 — , 
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berechnet wurde. Aus dieser Calciumchloridlésung wurde dann unter Beriick- 
sichtigung des Chloridgehaltes (% CaCl, x 0,3611 = % Ca) durch Verdiinnung 
eine 0,5-proz. Calciumloésung hergestellt. ZweckmaBig war eine weitere Ver- 
diinnung auf 25 mg%. 

Die flammenphotometrischen Messungen erfolgten in einem verdunkelten 
Raum. Nach einer etwa 15 Min. dauernden Gewéhnung der Photozelle an die 
bei den Messungen auftretenden Lichtverhaltnisse durch Zerstiuben irgendeiner 
Natrium-Kalium-Calciumlésung bei zwischengeschaltetem Glas- oder Interferenz- 
filter wurde mit den vorher in einem Plan festgelegten MeBreihen begonnen. Fiir 
alle drei Bestimmungen wurde ein fiir dieses Flammenphotometer als giinstig 
gefundener PreBluftdruck von 0,49 atii eingehalten. Bei der Natrium- und Calcium- 
bestimmung betrug der Acetylendruck 80 mm Olivendl, fiir die Kaliumbestimmung 
fand sich ein Optimum von 52mm Olivenéd]. Der Druck einer 80mm _ hohen 
Olivenélsiule ist etwa gleich dem einer 70mm hohen Wassersiule. 

Nach Einstellung des Nullwertes auf den Skalenteil 0 bei geschlossenem 
Verschlu8 des Flammenphotometers wurde die Empfindlichkeit des Flammen- 
photometers durch Betatigen der Blende zweckmaBig so eingestellt, daB bei Zer- 
stiubung einer 3 mg-proz. Natriumlésung ein Wert von 650 Sktln. erreicht wurde. 
Dann wurden die MeBwerte fiir eine 2,5 mg-proz. und 3,5 mg-proz. Natrium- 
lésung und der Leerwert durch Zerstaéuben von aqua dest. ermittelt. AnschlieBend 
begannen die Untersuchungen der hundertfach verdiinnten Blutseren. Nach jeder 
Untersuchung wurden durch kurzes, mehrmaliges Eintauchen der Ansaugkapillare 
in aqua dest. Kapillare und Diise gereinigt, um Verstopfungen oder Verklebungen 
zu vermeiden. Dieses vorsorgliche jedesmalige Spiilen mit aqua dest. ist im be- 
sonderen bei den Untersuchungen des zehnfach verdiinnten Serums notwendig 
und gibt eine gréBere Sicherheit fiir das Konstanthalten der Versuchsbedingungen”. 
Nach spatestens 10 Serumanalysen werden die Eichwerte von 2,5 mg %» 3,0 mg, 
und 3,5 mg% Natrium erneut ermittelt. Der Mittelwert aus den 2 Eichwerten, 
die mitunter eine Differenz von mehreren Sktln. zeigen kénnen, wurde zur Be- 
rechnung der Serumanalyse benutzt. Durch Interpolation, die wegen der nur 
geringen Abweichung der Natriumeichkurve von einer Geraden in diesem Konzen- 
trationsbereich erlaubt ist, wird nunmehr die Natriumkonzentration des Serums 
berechnet. Die Messungen sollen in einem bestimmten zeitlichen Rhythmus 
durchgefiihrt werden und die Photozelle sollte bei den Messungen stets eine gleich 
lange Zeit, etwa 15 sec, belichtet werden, bevor man den Skalenwert abliest. 

Bei der Kaliumbestimmung wird nach Einschalten des Filters i ve und 
Gewoéhnung der Photozelle wahrend einiger Minuten eine 2 mg-proz. Satan. 
lésung, die zudem noch 30 mg%, Natrium enthalt, zerstiéiubt, und die Empfind- 
lichkeit des Flammenphotometers durch die Blende so eingestellt, daB der erzeugte 
Photostrom einen Wert von 650 Sktln. erreicht. Dann werden die Messungen 
einer 1,5 mg-proz. Kalium ++ 30 mg-proz. Natriumlésung und des Leerwertes von 
aqua dest. durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgen die Analysen des zehnfach ver- 
diinnten Serums. Aus dem Mittelwert der Eichlésungen vor und nach den Serum- 
analysen wird die-Kaliumkonzentration berechnet. Durch vorhergegangene Unter- 
suchungen war der Einflu8 verschiedener Natriummengen bei verschiedenen 
Kaliumkonzentrationen auf die Starke des Photostroms festgestellt worden. Im 
Kaliumkonzentrationsbereich von 1,5 bis 2,5 mg®{, muBten demnach fiir je 5 mg®, 
Natrium, die in dem zu untersuchenden Serum. ‘iber oder unter den Wert von 
300 mg, Natrium hinausgingen, im Durchschnitt 1.Sktl. von dem bei der Serum- 
analyse mit vorgeschaltetem Filter ,,.K 77‘ erhaltenen Skalenausechlag subtrahiert 
bzw. addiert werden, vorausgesetzt, daB bei Zerstiubung der 2 mg-proz. Kalium- 
+ 30 mg-proz. Natriumlésung ein MeBwert von 650 SktIn. bei Einstellung des 
Nullwertes auf den Sktl. 0 erreicht wurde. Aus diesem ,,gereinigtem‘‘ Skalenwert 
wird nunmehr durch Interpolation mit den Mittelwerten der Eichlésungen die 
Kaliumkonzentration errechnet. Immerhin ist hier bei Bewertung der Genauigkeit 


6 W.G.Schrenk, Analytic. Chem. 22, 1202 [1950}. 
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dieser Rechenmethode zu beriicksichtigen, daB eine Anderung von 6 Sktln., was 
einem Wert von 30 mg% Natrium, abweichend von 300 mg%, entspricht, nur 
eine Anderung der errechneten Kaliumkonzentration um etwa 1% bewirkt. Darum 
kénnen auch Anderungen des Natriumgehaltes von 300 mg% um weniger als 
10 mg% ohne merklichen Fehler unberiicksichtigt bleiben, wenn man nicht tiber- 
triebene Forderungen an die Genauigkeit der flammenphotometrischen Methode 
stellt. 

Bei der Calciumbestimmung wird das Interferenzfilter ,,Ca 63 I‘ zwischen- 
geschaltet und nach Gewéhnung der Photozelle wird bei Zerstéubung einer 
1 mg-proz. Calciumlésung, der 30 mg% Natrium und 2mg% Kalium zugesetzt 
sind, die Blende so eingestellt, da der erzeugte Photostrom wieder einen Wert 
von 650 Sktln. erreicht. Dann werden die Messungen der Eichlésungen, enthaltend 
0,5 mg% Calcium + 30 mg% Natrium + 2 mg% Kalium und 1,5 mg% Calcium 
+ 30 mg% Natrium + 2 wh Kalium durchgefiihrt und der Leerwert fiir aqua 
dest. ermittelt. AnschlieBend erfolgen die Serumanalysen. Durch vorangegangene 
Untersuchungen war der EinfluB wechselnder Natrium- und Kaliumbeimengungen 
zu den Calciumeichlésungen genau festgelegt worden. Aus diesen Untersuchungen 
ging hervor, daB Verainderungen des Natriumgehaltes im Serum, die nicht unter 
280 mg% liegen oder 320 mg% iiberschreiten, bei der Berechnung des Calcium- 
gehaltes praktisch unberiicksichtigt bleiben kénnen. Bei Hinstellung des Photo- 
stroms einer 1 mg-proz. Calecium- + 2 mg-proz. Kalium- + 30 mg-proz. Natrium- 
lésung auf einen Wert von 650 Sktln. miissen fiir je 10 mg% Natrium, die von 
einem Serumgehalt von 300 mg% Natrium abweichen, eine Subtraktion oder 
Addition von 1 Sktl. zum Skalenwert der Serumanalyse zunachst durchgefihrt 
werden. Veranderungen des Kaliumgehaltes im Serum kénnen fast immer bei der 
Berechnung der’ Calciumkonzentration vernachlissigt werden, da Veranderungen 
des Kaliumserumgehaltes von 4mg%, die von 20 mg% Kalium abweichen, nur 
eine Beeinflussung’des Photostroms einer gemischten Natrium-Kalium-Calcium- 
lésung von | Sktl. verursachen. Aus diesem so ,,gereinigten‘’ Skalenwert der 
Calciumserumanalyse wird dann die Calciumkonzentration durch Interpolation 
mit den Mittelwerten der Eichlésung ermittelt. 

ZusammengefaBt ist also zu sagen, da fiir die Natriumbestimmung im 
Serum der Kalium- und Calciumgehalt des Serums ohne Interesse sind. Bei der 

Kaliumbestimmung wird der Natriumgehalt, der von 300 mg% abweicht, fiir je 
10 mg% Natrium, und der Kaliumgehalt, der von 20 mg% abweicht, fiir je 4 mg% 
Kalium durch je 1 Sktl., addiert oder subtrahiert vom Serumskalenwert, beriick- 
sichtigt. Schwankungen des Natrium- und Kaliumgehaltes, die Anderungen der 
Serumanalyse von nicht mehr als 2 SktIn. notwendig machen, kénnen, da sie unter 
0,5% des Serumskalenwertes liegen, hierbei ohne merklichen Fehler vernachlassigt 
werden. Die iiber den angenommenen Wert von 300 mg% Natrium und 20 mg% 
Kalium hinausgehenden Schwankungen der Natrium- und Kaliumkonzentrationen 
im Serum miissen offensichtlich schon erheblich sein, wenn diese die flammen- 
photometrische Calciumbestimmung bzw. auch die Kaliumbestimmung nennens- 
wert verindern. 

Zur Natriumanalyse werden 2,5, 3 und 3,5 mg-proz. Natriumldésungen ge- 
braucht. Zur Kaliumanalyse benétigt man eine 1,5 mg-proz. Kalium- +- 30 mg-proz. 
Natrium-, eine 2 mg-proz. Kalium- + 20 mg-proz. Natrium- und eine 3 mg-proz. 
Kalium- -+ 30 mg-proz. Natriumlésung. Zur Calciumbestimmung werden einé 


0,5 mg-proz. Calcium- -++ 2mg-proz. Kalium- + 30 mg-proz. Natrium-, eine 
1 mg-proz. Calcium- -++ 30 mg-proz. Natrium- -- 2 mg-proz. Kalium- und eine 
1,5 mg-proz. Calecium- + 30mg-proz. Natrium- + 2mg-proz. Kaliumlésung 


gebraucht. Sollten die Serumskalenwerte iiber diese Werte hinausgehen, muB eine 
entsprechende weitere Vergleichsliésung hergestellt werden, so z. B. 1 mg&% Kalium 
+ 30 mg% Natrium fiir die Kaliumbestimmung oder 2 mg% Calcium + 30 mg% 
Natrium + 2mg%, Kalium fiir die Calciumbestimmung. 

Ein Beispiel fiir den Untersuchungsgang bei der flammenphotometrischen 
Calciumbestimmung sei angefiigt. 
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Filter ,,Ca 63 I* Acetylendruck 80 mm Olivendl 
PreBluftdruck 0,49 atii Leerwert (H,O) : 37 Sktle. 
2 
0-Wert 0 
1 mg’/, Ca + 30 mg°/, Na + 2 mg’/, K 651 
Leerwert (H,0) 37 
| 1. Eichwert | 2. Eichwert | Mittelwert Differenz 
0,5 mg’/, Ca + 30 mg’/, Na -++ 2 mg’/, K 360 358 359 +292 
1,0 mg'/, Ca +- 30 mg’/, Na + 2 mg®/, K 652 650 651 aa 
1,5 mg'/, Ca + 30 mg’/, Na + 2 mg’/, K 944 940 942 >291 
Analysen Korrektion gereinigte . 
Sktle. Noa K Sktle. Interpolation 
Serum 1 (308 mg’/, Na; 18,2 mg°/, K) 601 -—1 — 600 9,13 mg"/,Ca 
Serum 2 (316 mg'/, Na; 14,4 mg°/, K) 645 —2 +1 644 9,88 mg /,Ca 
Serum 3 (330 mg’/, Na; 24,1 mg®/, K) 813 =f ==4 809 12,7 mg "/pCa 




















Die Eichlésungen sind stets vor und nach jeder SerummeBreihe photometrisch 
bestimmt worden, um die mehr oder weniger kontrollierbaren unvermeidlichen 
Schwankungen in der Empfindlichkeit des photoelektrischen Systems und in der 
Zerstaubung der Fliissigkeiten méglichst gering zu halten, und weil es in gewissem 
MaBe schwierig ist, eine vorher gegebene Empfindlichkeit des Flammenphoto- 
meters iiber einen langen Zeitraum genau einzustellen und festzuhalten. Zudem 
ist die jedesmalige flammenphotometrische Bestimmung der drei Eichlésungen 
kein erheblicher Mehraufwand. 

Die Konzentrationen der Eichlésungen von 30 mg% Natrium, 2 mg% Kalium 
und 1 mg% Calcium usw. zu nehmen empfiehlt sich, weil hierbei ohne Schwierig- 
keiten nur Vollpipetten zur Herstellung der jeweiligen Verdiinnungen verwendet 
werden kénnen. Mehrere Versuche durch Zuwaigungen von Natrium, Kalium und 
Calcium zu bestimmten Liésungen oder Verdiinnungen bestimmter Natrium- 
Kalium-Calciumlésungen lie8en nur eine maximale Streuung von +- 2% von dem 
erwarteten Wert feststellen und bestatigen somit die bisher gemachten guten 
Erfahrungen der flammenphotometrischen Methode*»? u.a. Die Genauigkeit 
der flammenphotometrischen Natrium-, Kalium- und Calciumbestimmung im 
Blutserum ist darum sehr gut bei einem Vergleich mit den sonst iiblichen Methoden 
des klinischen Laboratoriums. Der besondere Vorteil der flammenphotometrischen 
Natrium-, Kalium und Calciumbestimmung im Blutserum liegt in der Schnellig- 
keit und Einfachheit der Durchfiihrung, vor allem bei mehreren Analysen am Tage 
oder bei Serienuntersuchungen. 

Andere im Serum vorkommende Elemente auBer Natrium; Kalium und Calcium 
beeinflussen die flammenphotometrischen Messungen angeblich nicht'?. In 
weiteren Versuchen werden wir dieser Frage nachgehen. 


Die Temperatur der zu zerstiubenden Lésungen soll konstant, 
zweckmaBig etwa 20°C sein. Eine Differenz vor 10°C, abweichend von 
20° C, bewirkt bereits eine Anderung des Photostroms von + 4°%, wobei 
héhere Temperaturen eine stiirkere Lichtemission bedingen und bei 
héheren Temperaturen der relative Anstieg stiirker ist. Diese Erschei- 
nung beruht auf der geringeren Viskositaét der wirmeren Lésung und 
die dadurch bedingte durchschnittlich kleinere TrépfchengréBe und 
giinstigere Aerosolbildung bei dem benutzten System, wodurch ver- 
mehrt Substanz in kleinerer Trépfchenform durch den PreSluftstrom 
in die Flamme getragen wird. Wegen des vorwiegenden Oberflichen- 
effektes der Lichtemission in der heiBen Flamme geben kleinere Trépf- 


* R. Herrmann, Z. ges. exp. Med. 118, 187 [1952]. 
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chen einen starkeren und gleichmaBigeren Photostrom als groBe Trépf- 
chen, da die Lichtemission der im Innern eines gréBeren Aerosolteilchens 
liegenden Ionen z. Tl. wieder in der Peripherie absorbiert wird. 

Ein anschauliches Bild von der in der Acetylenflamme bei einem 
PreBluftdruck von 0,49 atii entstandenen Aerosols einer 30 mg-proz. 
Natriumlésung gibt Abb. 5. Die maximale GréBe eines Teilchens in 
einer linearen Ausdehnung iiberschreitet 3 4 nicht. Bemerkenswert ist 





Abb. 5. TeilchengréBe des Aerosols einer 30 mg-proz. Natriumlésung oberhalb des 
Brennerrohres. PreSluftdruck: 0,49 atii. Acetylendruck: 80 mm Olivendl. 


die gleichmaBige und dichte Verteilung der Teilchen, die keine erheb- 
lichen Unterschiede in der GréBe aufweisen. Es muB jedoch hier die 
Frage offen gelassen werden, welches die untere Grenze der Teilchen- 
gréBe ist, da nur lichtmikroskopische Untersuchungen bisher hier durch- 
gefiihrt wurden. Das Praparat wurde hergestellt durch etwa 1 sec langes 
Hineinhalten eines Objekttriigers in die Acetylenfamme kurz oberhalb 
des Brennerrohres. Durch vergleichende Untersuchungen konnte fest- 
gestellt werden, daB die TeilchengréBe des Aerosols unmittelbar hinter 
dem Zerstaéuber ungleichmaBiger und grober (bis 4—5 y) ist als oberhalb 
des Brennerrohres, und daB die TeilchengréBe unmittelbar hinter dem 
Kugelgefa8 einen minimalen Wert erreicht (bis 1 uw). Offenbar nehmen 
durch Koagulation der Teilchen untereinander, indem die kleinsten 
Teilchen sich an die gr6Beren anlagern, diese auf dem weiteren Wege von 
dem Kugelgefa8 bis oberhalb des Brennerrohres an GréBe zu (bis 3 yp). 

Der pu-Wert der zu untersuchenden Lésung soll nahe dem Neutralpunkt 
sein. Starkere Aciditét macht z. B. eine deutliche Depression der Calciumlicht- 


emission. So ist auch bei der Herstellung der Calciumchloridvergleichslésungen, 
falls das Caleiumchlorid aus Caleciumearbonat durch Zugabe von Salzsaure dar- 
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gestellt werden sollte, ein Uberschu8 von Salzsiure unbedingt zu vermeiden, 
worauf u.a. bereits Lehmann und Pralow aufmerksam gemacht haben$. 

Griindliches Reinigen aller mit den Eichlésungen oder der Analysenfliissigkeit 
in Beriihrung kommenden Gegenstinde mit aqua dest. ist in Anbetracht der 
geringen zu analysierenden Konzentrationen an Natrium-, Kalium- und Calcium 
und andererseits wegen der Ubiquitat dieser drei Elemente unbedingt notwendig. 
Die Stammlésungen sind in Glasern aufzubewahren, die wenig Alkali abgeben 
oder mit Desicote, einem Silicon, oder Paraffin iiberzogen sind. Gegebenenfalls 
sind die Lésungen nach etwa 3—4 Monaten zu erneuern. Luftzug oder staubige 
Atmosphare im Raum sollen vermieden werden. 

. Der exakten Gewinnung des Serums ist besondere Aufmerksamkeit zu 
schenken, worauf u.a. Rausch und Graul® und Herrmann’ dringlich hin- 
gewiesen haben. Die Spritzen und die Zentrifugenglaser miissen mit aqua dest. 
gereinigt und vdllig trocken sein. Die Trennung des Serums vom Blutkuchen 
durch Zentrifugieren und Abpipettieren soll in den ersten zwei Stunden nach der 
Blutentnahme erfolgen, sonst kénnen bei langerem Stehen Diffusionsvorginge 
zwischen den Erythrocyten und dem Serum die Kalium- und Calciumbestimmung 
erheblich verandern. Der Kaliumgehalt im Serum nimmt mit der Zeit erheblich 
zu, der Calciumgehalt nimmt ab. Eine Hamolyse durch z. B. mechanische Ver- 
letzung der Erythrocyten bei einem Transport oder der Weiterverarbeitung muB 
ebenfalls so weitgehend wie méglich vermieden werden. Die Serumverdiinnungen 
sollten erst kurz vor Beginn der flammenphotometrischen Untersuchung hergestellt 
werden, da sonst kalium- und calciumhaltiges Eiwei8 in Schlieren ausfallt. Auch 
sollte die flammenphotometrische Messung méglichst am gleichen Tage noch 
durchgefiihrt werden. Anderenfalls soll das abgetrennte, unverdiinnte Serum im 
Eisschrank aufbewahrt werden, und hier haben sich dann signifikante Veriande- 
rungen der flammenphotometrischen Analysenwerte in den ersten drei Tagen 
nicht ergeben. 


Zusammenfassung 


Fir die Genauigkeit flammenphotometrischer] Natrium-, Kalium- 
und Calciumbestimmungen ist die Bestimmung des optimalen Druckes 
von PreBluft und Acetylen von Wichtigkeit. Der EinfluB wechselnder 
PreBluft- und Acetylendrucke auf die Stiirke des Photostroms wird in 
einigen Kurven dargelegt. 

Bei der Kaliumbestimmung im Blutserum tritt ein erheblich ver- 
stirkender Effekt der Natriumionen fiir das Kaliumemissionslicht auf 
(etwa 27%). Die Anwesenheit von Kalium und Natrium verursacht 
aihnlich der gegenseitigen Anregung von Kalium- und Natriumionen in 
der heiBen Flamme auch eine verstirkte Anregung der Calciumionen 
zur Lichtemission. 

Zur Natriumbestimmung im Serum geniigen die Eichwerte reiner 
Natriumlésungen, fiir die Kaliumbestimmung sind gemischte Natrium- 
Kaliumlésungen und fiir die Calciumanalyse sind gemischte Natrium- 
Kalium-Calciumlésungen in den Serumverdiinnungen entsprechenden 
Konzentrationsbereichen erforderlich. Von einem angenommenen 
Mittelwert von 300 mg% Na abweichende Natriumkonzentrationen im 
Serum zeigen nur einen geringen Einflu8 auf die Kaliumbestimmung, 
wenn bei den gemischten Natrium-Kalium-Vergleichslésungen der 








8 H. Lehmann u. W. Pralow, Tonind. Ztg. 76, 33 [1952]. 
® L. Rausch u. E. H. Graul, Arztl. Wschr. 4, 524, 564, 591 [1949]. 
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Natriumgehalt einem Wert von 300 mg%, entspricht. Der Einflu8 von 
Natriumkonzentrationen, die um 50 mg, von 300 mg% Natrium ab- 
weichen, macht hierbei maximal 2°, des abgelesenen Kaliumwertes aus. 
Bei der Calciumbestimmung im Serum ist der EinfluB des von 300 mg% 
Na abweichenden Natriumgehaltes um etwa die Halfte geringer, und 
der unterschiedliche Kaliumgehalt des Serums kann hier, wenn ge- 
mischte Natrium-Kalium-Calciumvergleichslésungen gebraucht werden, 
unberiicksichtigt gelassen werden. 

Das der Acetylenflamme zugefiihrte Aerosol zeigt eine gleich- 
maBige und dichte Verteilung der Teilchen, deren GréBe 3 in einer 
linearen Ausdehnung nicht tiberschreitet. 

Die Unsicherheit der flammenphotometrischen Natrium-, Kalium- 
und Calciumbestimmung betrigt maximal -+-2°,. Ein Beispiel fiir die 
Methodik im einzelnen wird angefiihrt. 


Nucleoprotamin 
VI. Mitteilung 


Karyometrische Untersuchungen an durch ,,kiinstliche Befruchtung* 
entstandenen Bachsaibling-Embryonen 


Von 
Rolf Schneider 


Aus dem Dr. Senckenbergischen Anatomischen Institut und dem Institut fiir vegetative Physiologie 
der Universitit Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1953) 


Sperma von Bachsaibling (Salmo fontinalis) wurde in der friiher 
geschilderten Weise! vorbehandelt und reifen Eiern injiziert. Der 
Versuch einer kiinstlichen Besamung griindete sich auf die Tatsache, 
daB nach der Plasmolyse die Kerne chemisch und morphologisch keinerlei 
nachweisbare Verinderungen aufwiesen und demnach erwarten lieBen, 
eine Eizelle ordnungsgemaB befruchten zu kénnen. Aufgabe unserer 
Untersuchung war es, die durch ,,kiinstliche Besamung* entstandenen 
Exemplare auf ihre Chromosomenverhiltnisse zu priifen und damit 
evtl. die Frage — echte Befruchtung oder Parthenogenese — zu kliren?. 
1 IV. Mitteil.: K. Felix, J. Hartleib u. A. Krekels, diese Z. 290, 66 [1952]; 
vgl. auch K. Felix, Experientia [Basel] 8, 312 [1952]. 

2 Es wurde uns ein durch ,,kiinstliche Besamung‘: entstandenes und drei 
Normaltiere durch Herrn Prof. Dr. K. Felix freundlicherweise zur Bearbeitung 
iiberlassen, wofiir ihm auch an dieser Stelle nochmals gedankt sei. Abbildungen 
dieser Tiere finden sich in der IV. Mitteil., |. ¢.'. 
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Um vergleichbare Untersuchungsergebnisse zu erzielen, war es erforderlich, 
da die durch normale und ,,kiinstliche Besamung*: entstandenen Keimlinge 
(letzterer hinfort als Tier K bezeichnet) gleich alt waren und unter denselben 
Lebensbedingungen gehalten wurden, um Entwicklungseinfliisse durch unter- 
schiedliche Nahrung oder Temperatur von vornherein auszuschalten. Den fiir 
die mikroskopischen Untersuchungen bestimmten Exemplaren muBte weiterhin 
eine peinlich genau gleiche Vorbehandlung zuteil werden, um so technisch bedingte 
Differenzen zu vermeiden. Die Tiere wurden in Bouinschem Gemisch lebend fixiert 
und mit LiCO,-Alkohol nachbehandelt. Die Langenmessung nach der Behand- 
lung mit Alkohol ergab fiir die 6 Tage alteren Normaltiere 14mm gegen 11 mm 
Gesamtlinge des Tieres K. Wenn wir von diesem GréBenunterschied absehen, 
der fiir unsere Fragestellung keinerlei Bedeutung hat, waren die Tiere véllig ahn- 
lich und lieBen keinerlei Unterschiede oder MiBbildungen insbesondere des Tieres K 
erkennen. Die Tiere wurden nach Paraffineinbettung nach Peterfi in Quer- 
schnittserien von 10, Dicke zerlegt und H.-E. gefarbt. 


Um die Zahl der Chromosomen festzustellen bzw. eine Diploidie 
ven einer Polyploidie bzw. einer Haploidie zu trennen, gibt es zwei 
Moglichkeiten: 

1. Anfertigung einer Abbildung aller Chromosomen evtl. durch 
Rekonstruktion aus mehreren Schnitten, Zaihlung und Identifi- 
zierung derselben. 

2. Messung der Zellkerne. 


Wir benutzten fiir unsere Untersuchung das karyometrische Ver- 
fahren nach Jacoby*%, der die KerngréBe als relativ sicheren und 
geringen Schwankungen unterworfenen Faktor der messenden Cytologie 
erkannte. 

Es war u. a. das Verdienst von G. Hertwig, die karyometrischen Ergebnisse 
zu den Chromosomenverhaltnissen in Beziehung gebracht zu haben. So wissen 
wir durch ihn, daB sich im allgemeinen das Kernvolumen mit Verdoppelung der 
Chromosomenzah! ebenfalls verdoppelt und nur in besonderen Fallen sich die 
Kernoberfliche verdoppelt. In den grundlegenden Arbeiten von Hertwig, 
Haggqvist und Jahn‘ hat diese Erkenntnis fruchtbare Anwendung gefunden. 
H. W. Becker® verdanken wir eine kritische Wiirdigung des Verfahrens, die fiir 
die Anwendung der Karyometrie recht wertvoll ist. 

Die Messung der Zellkerne erfolgte mit einem Integrationsokular, das uns 
von der Firma E. Leitz, Wetzlar. freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurde, 
bei 1000-facher VergréBerung. 

Zur Untersuchung verwendeten wir die Zellen der Matrix des Riickenmarks, 
wobei wir die in der Form sehr stark variierenden Zellen der Schwarmzone und 
Mitosen nicht beriicksichtigten. Bei Vergleichen zwischen mehreren Tieren wurde 
darauf geachtet, daB die Ergebnisse aus den gleichen Segmenten gewonnen waren 
und nur die Kerne gemessen wurden, bei denen das Chromozentrum deutlich im 
Schnitt zu sehen war. 








3° W. Jacoby, Roux’ Arch. Entwicklungsmechan. 106, 124 [1925]; Z. 
mikroskop. anatom. Forschg. 38, 161 [1935]. 

4 G. Hertwig, Arch. mikroskop. Anatom. 2. Abt. SL [1913]; Z. mikroskop. 
anatom. Forschg. 58, 445 [1943]; G. Haggqvist, Proc., Kon. nederl. Akad. 
Wetensch. 21 [1948]; Kungl. svenska Vetenskapsakad. Handl., Fjarde Serien 1, 
Nr. 10 [1950]; U. Jahn, Z. mikroskop. anatom. Forschg. 58 [1952]. 

5 H.W. Becker, Wissensch. Z. d. Martin-Luther-Univ. Halle, naturwiss.- 
math. Reihe, 2, Nr. 4 [1952/53]. 
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Sehr haufig werden Messungen, die zur Ermittlung der KerngréBe fiihren, 
nur in einer Achse ausgefiihrt und die Kerne als ideale Kugeln betrachtet. Dieses 
Verfahren ist ungenau und birgt einen relativ grofen Fehler in sich. Messen wir 
dagegen zwei aufeinander senkrecht stehende Durchmesser des Kernes, so werden 
wir seiner eigentlichen Form wesentlich gerechter. Wie wir weiter hinten zeigen 
kénnen, ergibt der daraus berechnete mittlere Durchmesser eine relativ sichere 
GréBe. Jedoch ist es giinstiger, die Flichenwerte des Zellkerns zu bestimmen, 
da sich aus einem mittleren Durchmesser zwangsliufig verschiedene Flachen 
ergeben, je nachdem, ob der Kern als Kreis oder Ellipse berechnet wird. Eine 
Berechnung des Volumens der Zellkerne war fiir unsere vergleichenden Unter- 
suchungen ohne Bedeutung, da der Volumenbestimmung die Flache zugrunde liegt. 
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Abb. 1. Haufigkeitsverteilung der Kern- 
groBen von Riickenmarkszellen von 


Tier K und einem Normaltier, eingeteilt 
in Gruppen zu je 4 MeBeinheiten: aus- 
gezogene Kurve Tier K, Punkt-Strich 
Kurve = Normaltier N,, Abszisse: mitt- 
lerer Durchmesser in MeBeinheiten, 
Ordinate: Anzahl der Zellkerne. 








Je 108 Kerne von Riickenmarkszellen der Matrix, bei denen das Chromo- 
zentrum deutlich zu sehen war, wurden gemessen. Dabei bestimmten wir zunachst 
zwei aufeinander senkrecht stehende Durchmesser des Zellkernes, berechneten 
das arithmetische Mittel, um schlieBlich fiir jede Reihe einen mittleren Durch- 
messer zu erhalten. Dieser betragt fiir das kiinstlich besamte Tier 80,958 MeB- 
einheiten, wahrend er mit 92,462 MeBeinheiten fiir das normale Tier wesentlich 
hoéher liegt. Eine Umrechnung der MeBeinheiten in ein metrisches System eriibrigte 
sich, da fiir uns nur relative Werte von Bedeutung waren. Die Differenz zwischen 
den beiden Mittelwerten ist statistisch gesichert und liegt mit rund 11,5 M.E. 
weit tiber dem mittleren Fehler, der mit -- 2,78 errechnet wurde. Die Normal- 
verteilung aller MeBreihen wurde gepriift. Es ergab sich eine weitestgehende Uber- 
einstimmung der empirischen Verteilung mit der exakten Normalverteilung. Die 
relativ geringen Abweichungen sind zufallsbedingt und liegen im Bereich des 
Zulassigen. 

Die Abb. 1 zeigt die Haufigkeitsverteilung der mittleren Durchmesser, 
eingeteilt in Gruppen zu je 4M.EF. 

Der Gipfelpunkt fiir das ,,kiinstlich besamte Tier‘ liegt bei 76 M.E., wahrend 
der Gipfel fiir das Normaltier bei 96 M.E. liegt. DaB die Nebengipfel in Abb. 1 
fiir Tier K bei 72 und 82 M.E. echten Nebengruppen entsprechen, ist anzunehmen, 
bleibt jedoch fiir diese Untersuchung ohne Interesse. 


Um den oben geschilderten Fehler, der bei der Anwendung des mittleren 
Durchmessers entsteht, da durch diesen mehrere verschieden groBe Flachen 
charakterisiert sind, auszuschalten, bestimmten wir die Flachenwerte der Zell- 























Bd, 294 (1953) Nucleoprotamin VI ri 


kerne, ohne mit 2/4 zu multiplizieren, da es nur auf die Differenzen ankam. Fir 
Tier K betragt der mittlere Flacheninhalt pro Zellkern 6546 M.E.?, fiir das Normal- 
tier 8531 M.E.2. Die Differenz von rund 2000 M.E.? ist statistisch gesichert; der 
mittlere Fehler der Differenz der beiden Mittelwerte betrigt -- 162,336. Die 
Haufigkeitsverteilung zeigt die Abb. 2. Der Gipfelwert fiir das durch kiinstliche 
Besamung erhaltene Tier liegt bei 6000 M.E.?, wahrend er fiir das Normaltier 
hei 9200 gefunden wird. 
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Abb. 2. Haufigkeitsverteilung der KerngréBen von Riickenmarkszellen vou 
Tier K und einem Normaltier, gemessen an dem Flacheninhalt, eingeteilt in Gruppen 
zu je 400 QuadratmeBeinheiten, sonst wie Abb. 1. 


Um die individuelle Schwankung, die noch durch technische Fehler, wie 
nicht genau gleiche Schnittebene usw., vergréBert wird, zu erfassen, verglichen 
wir 2 Normaltiere miteinander. Auch hier erfolgte die Messung an Kernen des 
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Riickenmarks, jedoch anderer Segmente, unter den gleichen Bedingungen, wie sie 
oben geschildert wurden. Je 86 Kerne in zwei aufeinander senkrecht stehenden 
Ebenen wurden gemessen. Der mittlere Durchmesser betrug fiir Normaltier 1 
95,837, fiir Normaltier 2 95,802 MeBeinheiten. Die Differenz von rund 0,03 M.E. 
liegt weit innerhalb der Streuung, so daB der Unterschied, fiir den der mittlere 
Fehler +- 3,152 betragt, statistisch nicht gesichert ist. Die Haufigkeitsverteilung 
der mittleren Kerndurchmesser zweier normaler Kontrolltiere zeigt die Abb. 3. 
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Tab. 1. Haufigkeit der KerngréBen gemessen am mittleren Durchmesser von 
Tier K und einem Normaltier. In Gruppen zu je 4 MeBeinheiten zusammengefaBt. 








Mittlerer Durchmesser in Gruppen 
zu je 4 MeBeinheiten cadenaiin. ie Kerne Zahl der Kerne 
ier K Normaltier 
gefaBt 
60— 63 0 0 
64— 67 2 0 
68— 71 4 0 
72— 75 19 1 
76— 79 26 4 
sO— 83 23 9 
84— 87 16 16 
88— 91 13 20 
92— 95 3 19 
96— 99 2 23 
100— 103 0 12 
104— 107 0 0 
108—111 0 om 4 
112—115 0 0 
116—119 0 ] 








Diskussion der Untersuchungsergebnisse 

Aus den oben geschilderten Messungen ergibt sich zusammengefabt 
folgendes : j 

1. Die individuelle Schwankung der KerngréBe eines bestimmten 
Organes verschiedener Exemplare der gleichen Art ist auBerordentlich 
klein. Sie kann statistisch nicht gesichert werden und liegt innerhalb 
des mittleren Fehlerbereiches. 

2. Die Differenz der Kerngr6Be zwischen Normaltier und Tier K 
liegt dagegen weit auBerhalb des mittleren Fehlers der Mittelwerte 
und kann statistisch als voéllig gesichert betrachtet werden. Die em- 
pirische Verteilung der KerngréBe entspricht weitestgehend einer 
Normalverteilung. Demnach mu ein echter GrédSenunterschied 
zwischen den Zellkernen bestehen, der auf den mittleren Durchmesser 
bezogen rund 9,9°%, ausmacht. Um den Gréfenunterschied der Kerne 
mit anderen Untersuchungen vergleichen zu kénnen, berechneten wir 
das Volumen und die Kernoberfliche, bezogen auf den mittleren Durch- 
messer. Dabei ergibt sich fiir Tier K ein mittleres Kernvolumen von 
278130 M.E.* und fiir das Normaltier 407500 M.E.’, dies entspricht 
einem Verhiltnis von 0,6:1. Die mittlere Kernoberfliche betrigt 
20604 M.E.? fiir Tier K, waihrend sie mit 42124 M.E.2 fiir das Normal- 
tier errechnet wurde, was einem Verhaltnis von 1: 2 entspricht. 

Wir sind der Ansicht, daB die kleineren Kerne des Tieres K weniger 
Substanz, d.h. unter anderem auch weniger Chromatin, enthalten 
als die Zellkerne der Normaltiere, diesen also nicht gleichwertig sind. 
Sie miissen mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit als haploid bezeichnet 
werden. Hierfiir sprechen insbesondere auch die Verhiltnisse der Kern- 
volumina von 0,6:1 und der Oberflaiche von 1:2. 
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Nach diesen Befunden scheint das Chromatin des injizierten Kerns 
nicht oder zum mindesten nicht vollstiéndig verwertet worden zu sein. 
Immerhin hat der injizierte Kern in fast 50% der Versuche eine voll- 
stindige Entwicklung der Eizelle ausgelést, wihrend einfaches An- 
stechen oder Injektion der Suspensionsfliissigkeit in jener Versuchs- 
reihe tberhaupt nicht wirkte. Somit sprechen die Ergebnisse der 
karyometrischen Messungen eher fiir eine Parthenogenese als fiir eine 
Befruchtung durch den isolierten und gewaschenen Spermatozoenkern. 


Dehydrogenase-Aktivitat der Mitochondrien verschiedener Organe 
Von 
K. Felix, M. Decker und L. Roka 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. August 1953) 


Die Mitochondrien enthalten neben den allgemein verbreiteten 
Fermenten der Atemkette und des Citronensiurecyclus auch solche, 
die nur fiir besondere Zellarten charakteristisch sind. So lassen sich 
nur in Lebermitochondrien die fiir die Citrullinsynthese erforderlichen 
Fermente nachweisen!. Da ferner die einzelnen Organe ihre Energie 
aus verschiedenen Substraten beziehen, z. B. die Leber vor allem aus 
dem Abbau der Fettsiuren, das Gehirn und die Muskeln aus dem Abbau 
von Kohlenhydraten, ist zu vermuten, daB auch die in den Mitochondrien 
aller Zellen vorkommenden Fermente organweise in verschiedener 
Konzentration auftreten; die Mitochondrien der einzelnen Organe also 
sich durch ihr Fermentspektrum unterscheiden. 

Von diesem Gesichtspunkt aus haben wir die Dehydrogenase- 
Aktivitait der Mitochondrien verschiedener Organe gegeniiber den 
Zwischenprodukten des Citronensiurecyclus bestimmt. 

Nach Hogeboom und Schneider? und vielen anderen Autoren 
sind Mitochondrien diejenigen Zellbestandteile, die aus Gewebe, das in 
0,25-m. Rohrzuckerldsung homogenisiert worden war, zwischen 10000 
und 20000 g sedimentieren. Das hellbraune Sediment besteht nach 
Untersuchung mit dem Phasenkontrastmikroskop aus 0,5—2 u groBen 
runden oder ovalen Partikeln, die sich suipravital mit Janusgriin B 
anfarben. 

Bei dieser Art der Isolierung erhaélt man die Mitochondrien aus 
allen homogenisierten Zellen eines Organs, also nicht nur die aus den 
Parenchymzellen, sondern auch die aus dem Bindegewebe, Reticulo- 


1 A. F. Miller u. F. Leuthardt, Helv. chim. Acta 32, 2349 [1949]. 
2 W.C. Schneider u. G.H. Hogeboom, Cancer Res. 11, 1 [1951]. 
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endothel, GefaBgewebe u.a.; auBerdem besitzt jede Zelle wahrschein- 
lich Mitochondrien verschiedener Zusammensetzung und Funktion. 
Man analysiert also die chemische Zusammensetzung und die biologische 
Funktion eines recht heterogenen Gemisches. 

In Tab. 1 sind die Substrate aufgefiihrt, die wir angewendet haben 
und ihnen die Fermente gegeniibergestellt, auf deren Gegenwart ge- 


Tab. 1. Ubersicht iiber die angewandten Substrate und die méglichen Ferment- 

















Reaktionen. 
Redoxpot. 
Substrat Reaktion Ferment Coferment in Volt 
PH 7,0 i 
Bernstein- Succe/FMS Bernsteinsiure- |Cyt. b (?) 0,00 
siiure (Succ) Dehydrogenase 
H,DPN H,DPN/DPN Diaphorase Flavinadenin- —0,32** 
dinucleotid ( ?) 
l-Glutamin- ja) GT'S+Ketosaure/|'Transaminase _|Pyridoxalphos- 
siure (GTS) | KGS+Aminosaure phat 
KGS/Suce KGS-Dehydro- |DPN, CoA, —0,60 
genase Cocarboxylase 
b) GTS/KGS 1-AS-Oxydase —0,03 
Citronensaure | CTS/IsoCTS Aconitase 
(CTS) IsoCTS/KGS IsoCTS-Dehy- |TPN —0,30 
drogenase 
Ketoglutar- KGS/Suce KGS-Dehydro- |DPN, CoA, —0,60 
siure (KGS) genase Cocarboxylase 
Oxalessig- a) OES+CoA-ac/ | Kondensierungs- |CoA-Acetat 
siure (OES) | CTS ferment 
CTS/IsoCTS 
IsoCTS/KGS s. CTS TPN 
b) OES/BTS+CO, | OES-Decarb- 
oxylase 
BTS/Essigsiure | BTS-Dehydro- |DPN, CoA, —0,63 
genase Cocarboxylase 
Brenztrauben- BTS/Essigsiure | BTS-Dehydro- |DPN, CoA, —0,63 
siure (BTS) genase Cocarboxylase 
d,l-Apfelsiure AFS/OES AFS-Dehydro- |DPN —0,102 
(AFS) genase 
Fumarsiure ja) FMS/AFS Fumarase 
(FMS) AFS/OES s. AFS DPN 
b) FMS/Suce+OES 
d,l-Alanin a) AL/BTS d-AS-Oxydase 
(AL) l-AS-Oxydase —0,048 
b) AL+ Ketosaure/ | Transaminase Pyridoxalphos- 
BTS+AS phat 
BTS/Essigsiure | BTS-Dehydro- |s. BTS 
genase 
Methylenblau | Methylenblazy, 
Leukomethylenblau | +0,011 





* Aus der Tabelle in H. A. Lardy, Respiratory Enzyms, Burgess Publ. Comp, Minneapolis 


1950. 


** K. Burton u. T. 


A. Wilson, 


Biochem, J. 





54, 86 [1953]. 
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Abb. 1. 


schlossen werden kann, wenn jene abgebaut werden. Dazu mu8 erwahnt 
werden, da8 die Fumarase-Aktivitat qualitativ nur erkennbar ist, wenn 
gleichzeitig Apfelsiure-Dehydrogenase vorhanden ist; quantitativ erst 
dann, wenn letztere aktiver ist als erstere. 
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beweist zwar die Aktivitaét des Fermentkomplexes Aconitase plus Iso- 
citronensiure-Dehydrogenase, sagt aber nichts dariiber aus, welche der 
beiden Komponenten die limitierende ist. Wenn ein Substrat, wie in 
der Tabelle angefiihrt, durch mehrere Fermente in verschiedener Rich- 
tung abgebaut werden kann, laéBt sich aus der Entfairbung von Methylen- 
blau nicht ohne weiteres erkennen, welches Ferment eingewirkt hat; 
in vielen Fallen kann man es entscheiden, wenn man verschiedene 
Fermentaktivitaten miteinander vergleicht. 

Wir haben die Mitochondrien stets nach derselben Technik dar- 
gestellt und die Aktivitaét ihrer Fermente immer unter den gleichen 
Bedingungen gepriift. Als MaB dafiir diente die Zeit bzw. ihr reziproker 
Wert, in der Methylenblau von einer Endkonzentration 1:60000 ent- 
firbt wurde. Die Zeiten wurden auf 1 mg Mitochondrien-Stickstoff be- 
zogen. In Abb. 1 sind die Resultate zusammengestellt, die wir mit den 
Mitochondrien einiger Rinderorgane erhalten haben. 

Man sieht ohne weiteres, dali die Mitochondrien der einzelnen 
Organe dasselbe Substrat verschieden schnell abbauen und sich in der 
Verteilung der Fermentaktivitaéten deutlich — fast charakteristisch - 
unterscheiden. Die Mitochondrien aus den gleichen Organen ver- 
schiedener Individuen derselben Tierart zeigen die gleiche Verteilung 
der Aktivititen. Dagegen wechseln die Fermentkonzentrationen der 
Mitochondrien im selben Organ von einer Tierart zur anderen, wie aus 
noch nicht abgeschlossenen Versuchen hervorgeht. 

In den Mitochondrien der Niere und Nebenniere konnten wir alle 
oben erwahnten Fermente nachweisen. Charakteristisch ist ftir beide 
Organe die hohe Aktivitaét der Bernsteinsiiure-Dehydrogenase und die 
geringe Aktivitaét der Diaphorase. Sie unterscheiden sich dagegen darin, 
daB die Mitochondrien der Nebenniere eine viel gréBere Aktivitaét der 
Apfelsiiure-Dehydrogenase und Fumarase zeigen als die der Niere. 
In der Leber fanden wir keine Fumarase. Die Milzmitochondrien 
oxydieren d,/-Alanin nicht. Dafiir haben sie die héchste Aktivitat der 
Diaphorase aller gepriiften Organe. Auch das Gehirn dehydriert d,J- 
Alanin nicht. Vom Pankreas wird auf Zusatz von Apfelsiure und von 
Fumarsiure Methylenblau gleich schnell entfarbt. Vielleicht verdeckt 
hier die begrenzte Aktivitat der Apfelsiiure-Dehydrogenase die wahre 
Fumaraseaktivitait. Fiir die Lunge ist charakteristisch, daB Apfelsiure- 
Dehydrogenase und d-Aminosiure-Oxydase in den Mitochondrien fehlen. 
Uber Fumarase lat sich hier nichts aussagen. Auch in der Schilddriise 
fehlt die Apfelsiiure-Dehydrogenase. 

Bei allen Dehydrogenasereaktionen, an denen DPN als Coferment 
beteiligt ist, soll Diaphorase unmittelbar den Wasserstoff auf Methylen- 
blau iibertragen. Daher sollte diese mindestens so aktiv sein wie die 
DPN-abhingigen Dehydrogenasen. Dies trifft bei unseren Versuchen 
mit Ausnahme von Niere und Nebenniere zu. Vielleicht wird in diesen 
Organen der Wasserstoff von H,-DPN auf andere Substrate und nicht 
auf Methvlenblau iibertragen. 








~—™~ 
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/-Glutaminsaure kann entweder oxydativ desaminiert werden oder 
durch Transaminierung in «-Ketoglutarsiure tibergehen, so dal der 
Wasserstoff, der auf Methylenblau tibertragen wird, entweder direkt 
aus Glutaminsiure oder aber aus Ketoglutarséure stammt. Ist die 
Entfarbungszeit nach Zusatz von Glutaminsaure kiirzer als nach Zusatz 
von «-Ketoglutarséure, dann ist der zweite Reaktionsweg allein nicht 
méglich, wie in Niere, Leber, Milz, Hirn und Pankreas. Dagegen ist in 
Lunge, Schilddriise und am deutlichsten in der Nebenniere die Dehy- 
drierung von .-Ketoglutarsiure rascher als die von Glutaminsaure. 

Auch auf Zusatz von Oxalessigsiure kann in verschiedener Weise 
Wasserstoff auf Methylenblau iibertragen werden. Entweder wird 
Oxalessigsiiure decarboxyliert und die entstehende Brenztraubensiure 
dehydriert oder sie kondensiert mit aktivierter Essigsaure zu Citronen- 
siure, die nach Umwandlung in Isocitronensiiure Wasserstoff abgibt; 
schlieBlich kann sie auch mit Glutaminsaiure transaminieren, und die 
dabei gebildete «-Ketoglutarsiure dehydriert werden. In unseren Ver- 
suchen ist nur in Lunge und Hirn die Entfarbung auf Zusatz von Oxai- 
essigsiure rascher als auf Zusatz von Citronensaure, so dal} in diesen 
Organen neben der Kondensation zu Citronensiure ein Teil der Oxal- 
essigsiure zu Brenztraubenséure oder y-Ketoglutarsiiure umgebaut 
werden mub, 

In den Mitochondrien derjenigen Organe, die d,/-Alanin nicht 
dehydrieren, fehlt die Aminosiure-Oxydase und die Méglichkeit zur 
Transaminierung. Bei dieser wiirde Brenztraubenséure entstehen, die 
in allen gepriiften Mitochondrien dehydriert wird. 

Von besonderem Interesse ist noch das Verhiltnis der Geschwindig- 
keiten mit denen Brenztraubenséure und «-Ketoglutarsiure abgebaut 
werden; denn beide brauchen die gleichen Cofermente, DPN, Co A und 
Cocarboxylase. Unterschiede in der Geschwindigkeit beruhen dann auf 
Unterschieden in der Konzentration der Apofermente (Tab. 2). 


Tab. 2. Verha!tnis der Entfarbungsgeschwindigkeit 
von Methvlenblau nach Zusatz von «-Ketoglutarsiure 
und Brenztraubensiure. 





Nebenniere . . | 6,0 Leber... . 1.4 
(0) rr 4,2 1 (ae 1,2 
Schilddriise 1,75 C0 0.8 
Lunge 1.4 Pankreas .. . | 0.6 


Auf Zusatz von Fumarsiiure und in einigen Organen auch auf 
Zusatz von Apfelsiure wurde Methylenblau nicht vollstindig entfirbt. 
Das 1aBt sich vielleicht dadurch erkliren, dai unter anaeroben Ver- 
haltnissen Fumarsiure in Bernsteinsiure und Oxalessigsiure dismutieren 
kann, wobei Methylenblau als Wasserstoffiibertrager dient?. Dabei 
stellt. sich ein Gleichgewicht zwischen Fumarsiiure, Apfelsiiure, Oxal- 


3D. E. Green, Biochem. J. 30, 2095 [1936]. 
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essigsiure, Bernsteinsaure, reduziertem und oxydiertem Methylen- 
blau ein. 

Man darf wohl annehmen, dal alle Fermente des Citronensiaure- 
vyclus in jedem Mitochondrium enthalten sind. Dann ergeben unsere 
Befunde, daB die Mitochondrien jedes Organs andersartig zusammen- 
gesetzt sind. Das wird besonders deutlich, wenn man die Konzen- 
tration der einzelnen Fermente auf die Bernsteinséiure-Dehydrogenase 
bezieht, die als fiir die Mitochondrien typisches Ferment angesehen 
werden kann. 


Beschreibung der Versuche 


1. lsolierung der Mitochondrien: Rinderorgane wurden innerhalb von 
2 Stdn. nach dem Toten der Tiere zerkleinert, 1:10 mit 0,25-m. Rohrzucker- 
Jésung verdiinnt und im Starmix homogenisiert. AnschlieBend wurde durch Mull 
filtriert und in der gekiihlten Spincozentrifuge fraktioniert zentrifugiert, wobei 
wir nicht auf gute Ausbeute, sondern auf Reinheit geachtet haben. Zuerst zentri- 
fugierten wir 10 Min. bei 100g (ber. auf den Boden der Zentrifugeneinsitze) , um 
Kerne, intakte Zellen und grobe Zelltriimmer zu entfernen, anschlieBend den Uber- 
stand 20 Min. bei 13400 g. Dabei setzten sich zwei Schichten ab; oben eine hell- 
braune, unten eine dunkelbraune. Die obere hellbraune Schicht wurde mit frischer 
0,25-m. Rohrzuckerlésung im Glashomogenisator mit der Hand verriihrt und 
15 Min. bei 9000 g zentrifugicrt. Diese relativ geringe Beschleunigung wurde 
gewahlt, um miglichst wenige Mikrosomen in das Sediment zu bekommen. Das 
dabei gewonnene hellbraune Mitochondriensediment wurde mit frischer Rohr- 
zuckerlésung wie oben beschrieben verdiinnt und fiir die Fermentversuche ver- 
wendet. Proben daraus dienten zur mikroskopischen Kontrolle und zur Be- 
stimmung des Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl. Bei der mikroskopischen Be- 
trachtung war auf etwa 20 Gesichtsfelder nur ein Kern zu erkennen. 

2. Verwendete Reagenzien: Ketoglutarsiure (Schmp. 115°) stellten wir 
aus Oxalbernsteinsaure-triaithylester nach Neuberg und Ringer* her. Oxal- 
essigsiure (Schmp. 135°) aus Weinsiéure nach Wohl! und Osterlin®. 

H,DPN aus DPN durch Reduktion mit NaHCO, nach Warburg®. Die 
ubrigen Praparate waren Handelspraparate p. A. 

3. Priifung auf Dehydrogenase-Aktivitat: Die Thunberg-Methode be- 
nutzten wir mit folgender Technik: Die eisgekiihlten Ansitze wurden in Reagens- 
glasern gemischt und diese in einen Exsiccator gestellt, der auf 37° + 0,5° konstant- 
gehalten und sofort evakuiert wurde. Wahrend des ganzen Versuches betrug der 
Luftdruck 20 mm Hg. Mit dieser Technik erreichten wir fiir alle Reaktionsansatze 
gleiche Bedingungen. Gemessen wurde die Entfarbungszeit einer 1: 60000 ver- 
diinnten Methylenblaulésung. Um den Endpunkt der Entfarbung scharf genug 
erkennen zu kénnen, verglichen wir die Reaktionsansitze mit Testréhrchen, die 
jeweils dieselben Ansatze enthielten, aber nur 4/,, der Methylenblaumenge und 
nicht evakuiert waren. 

Da die Mitochondriensuspersionen auch ohne Substratzusatz das zugesetzte 
Methylenblau langsam entfairbten, wurde jeweils die Differenz zwischen der Ent- 
farbungszeit ohne und mit Substrat der Bestimmung der Fermentaktivitat zu- 
grunde gelegt. Daraus wurde der Quotient 100/Entfarbungszeit in Min. errechnet 
und durch die in jedem Ansatz vorhandenen Menge Mitochondrien-Stickstoff in mg 
dividiert. In jedem Fall wurden die Entfarbungszeiten von mindestens zwei ver- 
schiedenen Mitochondrien-Konzentrationen gepriift. Mittelwerte aus zwei ver- 





4C.Neuberg u. M. Ringer, Biochem. Z. 71, 228 [1915]. 
§ A. Wohl u. C. Osterlin, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 1139 [1901]. 
°O Warburg, W. Christian u. A. Griese. Biochem. Z. 282, 157 [1935]. 
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schiedenen voneinander unabhangigen Versuchen sind in Abb.1 eingetragen. 
Die einzelnen Ansitze wurden folgendermaBen zusammengesetzt: 





em® | Endmenge/Ansatz in Mol 











oe in 0,25-m. Rohr- 

zucker. . . . Aol ee ae ee 1,0 
Substratlésung py 7,6 Om. 2... 0,2 2G 
Phosphatpuffer py 7.6 0,15-m... . . . 0,2 * 10° 
MgCl,-Lésung OS... 2. 0,1 15° 10-* 
KC]-Lésung 0,15-m.. 2... 1,0 15,0 - 10-5 
Methylenblaulésung 10 mg o gis. Teh 0,5 1,5° 10-7 


Als typisches Beispiel geben wir das Protokoll fir die Bestimmung der 
Kermentaktivitat der Mitochondrien der Nebenniere wieder. Die iibrigen Protokolle 
sind in der Dissertation von M. Decker enthalten. 




















Versuch 25 Versuch 33 

Entfarbungszeit Entfarbungszeit ntti ia 

Substrat in. Min. Entfarbungs- in Min. rs 

Mitochondrien-N | geschw./Mitoch.-N | Mitochondrien-N Mitoch..N 

2,4 mgl1,2 me 0,6 mg] (min~10*/mg N) |o.06 mg | 1,03 mg }min-!-108/mg N 

Bernsteinsaiure. . 2 4 7,5 21,4 2 4 24,2 
H,DPN. . ; _ 25 35 3,6 35 75 1,3 
l- Glutaminsaure ; : ibe 34 4,8 | 9 16,5 6,1 
Citronenséiure. . . 8 21 9 5 9,5 10,5 
x-Ketoglutarséure _ 9 oe 8,6 5 10,5 9,5 
Oxalessigsiiure. . 16 32 2,6 12 15 6,7 
Brenztraubensiiure 20 42 2,0 37 67 1,5 
d,l-Apfelsiure . . 3 5,5 14,5 2 4 24,2 
Fumarséiure. . . 2,5 5 -- 16,7 4 10 10, 
d4,l-Alanin. ... 30 1,4 33 BY} 1.8 
Leerwert .... 45 | 0,9 | 65 120 | O08 














Zusammenfassung 


Nach Isolierung der Mitochondrien durch Differentialzentrifugieren 
in 0,25-m. Rohrzuckerlésung aus 8 verschiedenen Rinderorganen wurde 
darin mit der Thunberg-Methode die Aktivitaét verschiedener Dehydro- 
yenasen verglichen. Dabei zeigten die Mitochondrien jedes Organes 
eine andere charakteristische Verteilung der Dehydrogenase-Aktivitiiten. 
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K. Kiithns und G,. Miiller, 


Ergebnisse und Fehlerquellen flammenphotometrischer 
K- und Na-Analysen in Serum und Organen mit einer 
modifizierten Apparatur von B. Lange 


Von 
kK. Kiihns und G. Miiller 


Aus der Medizinischen Universititsklinik Géttingen 
(Prof. Dr. R. Schoen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1953) 


Die von Belke und Dierkesmann! in die Klinik eingefiihrte 
Flammenphotometrie erlaubt es, Natrium, Kalium und Calcium im 
Serum und anderen biologischen Medien schnell und ausreichend genau 
zu bestimmen. Die klinischen Erfahrungen mit der Flammenphoto- 
metrie sind in Deutschland noch nicht gro und beziehen sich nur auf 
selbstkonstruierte oder dem Zeiss-Flammenphotometer? nachgebaute 
Apparaturen®. Untersuchungen mit dem Flammenphotometer von 
B. Lange? sind von klinischer Seite noch nicht mitgeteilt worden. Es 
sei daher tiber Erfahrungen mit diesem Modell berichtet, das wir seit 
21/, Jahren zur Analyse von Na, K und Ca im Serum, Urin und Organ- 
extrakten benitzen. 


Die Apparatur 

Das Lange-Flammenphotometer (Modell 2) arbeitet nach der direkten 
Methode. Es wird nur die der Kiement-Konzentration proportionale Lichtemission 
der gefarbten Flamme gemessen. Apparate, welche sich der Vergleichsmethode 
bedienen (internal standard), bei der durch Lithium-Zusatz zur Eich- und Unter- 
suchungslésung die Ausschlagdifferenzen zwischen gepriiften Elementen und 
Lithium ermittelt und damit apparative Stérfaktoren eliminiert werden kénnen, 
sind in Deutschland noch nicht eingefiihrt. Die prinzipielle Anordnung des Lange- 
FI.Ph. entspricht der alterer Modelle und es kann daher — wie auch hinsichtlich 
der Grundlagen der Flammenphotometrie auf die vorhandene Literatur !~> 
verwiesen werden. 

An Verbesserungen ist zwischen der in einem Stahlrohr geschiitzt brennenden 
Flamme und den von Lange vorgesehenen Interferenzfiltern ein Kondensor an- 
gebracht., welcher die Intensitét der Strahlung auf das Photoelement ezhéht. 
Das von Lange entwickelte Selen-Photoelement (S. 60) bedarf keiner Hilfs- 
spannung oder Verstarkereinrichtung und liefert einen der Beleuchtungsstarke 
propertionalen Photostrom. Um die Empfindlichkeit der MeBeinrichtung auch 
ohne Verstarker méglichst hoch zu gestalten, verwendeten wir zur Messung des 
' J. Belke u. A. Dierkesmann, Naunyn-Nchmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 205, 629 [1948]. 

2 W.Schuhknecht, Angew. Chem. 50, 299 [1937]. 

3 A.v.Oer u. H.-J. H6fert, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 214, 109 {1951}; R. Hermann, Z. ges. exp. Med. 118, 187 [1952]; 
W.-D. v. Schénberg, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
214, 358 [1952]; H. J. Hiibener, diese Z. 289. 188 [1952]; H. J. Hiibener, H. J. 
Kreuziger, H. Heintz u. M. Koch, Z. exp. Med. 119, 523 [1952]. 

! B. Lange. Dechema Monographien, Bd. 17 [1951]. 

5 E.Dunker u. H. Passow. Biochem. Z. 321, 152 [1950]; E. Dunker, 
Klin. Wschr. 31, 280 [1953]; H. Lundegard, Die quantitative Spektralanalyse 
der Elemente, Jena 1929—1934. 
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Photostromes ein Ruhstrat-Galvanometer vom Typ ENG 4 (Innerer Widerstand, 
etwa 6000 Ohm, auBerer Grenzwiderstand 43000 Ohm, Stromkonstante 1,5 x 1079; 
Kinstellzeit etwa 1,7’’). Bei K- und Na-Analvsen wurde zur Dampfung des Aus- 
schlages cin Regelwiderstand dem Galvanometer vorgeschaltet. 





Abb. 1. 


Die Messung beeinflussende Faktoren und ihre Korrektur 
Die Stérfaktoren sind bei allen Flammenphotometern im Prinzip 

vleichartig, miissen jedoch fiir jede Apparatur gesondert untersucht 

und korrigiert werden. Sie sind hauptsachlich zu suchen in: 
lL. Druckschwankungen von PreBluft und Brenngas. 

2. Differenzen der Viskositaét oder Aciditaét zwischen Eich- und Unter- 
suchungslésungen. 

3. Fehldurchliassigkeit der Filter; Gegenseitige Lonenanregung der 
Elemente. 

4+. Ermiidung des Photoelementes. 


1. Zur Erzielung einer ruhig brennenden Flamme und gleichmaBiger Zutuhr 
der Untersuchungslésung ist die Konstanz des Gas- und Luftdruckes eine 
unbedingte Voraussetzung. Zu diesem Zweck wurden Prazisions-Druckminderungs- 
ventile der Firma Draeger verwandt und das als Brenngas benutzte Acetylen noch 
zusitzlich durch ein Feinrezelventil der Firma B. Lange geleitet. da sich schon 
kleine Druckschwankungen des Gases stérender bemerkbar machten als solche der 
PreBluft. Bei Verwendung der feinen Knierohr-Zerstaéuberdiise von Lange und 
des zur Apparatur gehérenden Acetyleabreaners (untere Diisenweite 1mm @, 
Flammdiisenweite 4mm ) erzielten wir mit einem Druck von 0,63 atii PreB- 
luft und 13mm WS fiir Acetvlen eine optimal brennende Flamme. 

Die bei der Lange-Apparatur vorgesehenen Schlauchverbindungen zwischen 
Gaszufuhr-Brenner, Luftzufuhr-Zerstéuber, Zerstéuber-Brenner und Zerstauber- 
Uberlauf erwiesen sich nicht nur als unpraktisch, da sie ein schnelles Auseinander- 
nehmen der Glasteile zur Reinigung verhinderten, sondern auch als sehr nach- 
teilig, da sich in ihnen Kondensfliissigkeit niederschligt. welches eine kontinuier- 
liche Fliissigkeitszufuhr und ein ruhiges Brennen der Flamme gefihrdet. Wir 
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haben” daher die Schlauchverbindungen mit gutem Erfolg durch Glasschliffe 
ersetzt (s. Abb. 1). Eine weitere Ursache inkonstanter Brennweise stellt der von 
Lange mitgelieferte Uberlaufheber dar. Die schubweise erfolgende Senkung des 
Kondensfliissigkeitsspiegels im Uberlaufstutzen des Zerstiaubers fiihrt zu Schwan- 
kungen des Zerstaéuber-Innendrucks. Wir konnten dieses umgehen, indem das 
Ende des Uberlaufs zu einer Prakapillare ausgezogen wurde (s. Abb. 1). 

An weiteren Verbesserungen wurde die Ansaugkapillare des Zerstiubers 
verlangert, um auch MeB-Lésungen aus Reagensglisern ansaugen zu kénnen. 
AuBerdem verainderten wir die Stellung des Uberlaufstutzens und des Gas- und 
Luftstutzens am Zerstéiuber bzw. Brenner, um einen giinstigeren Anschlu8 der 
entsprechenden Schlauchzufiihrungen zu erméglichen (s. Abb. 1). 


2. Die Viskositat der untersuchten Fliissigkeit ist von Einflu8 auf die 
Menge der pro Zeiteinheit angesaugten MeBlésung und den Grad der Zerstaéubung. 
Um gréBere Viskositétsunterschiede zwischen der waiBrigen Eichlésung und dem 
biologischen Untersuchungsmaterial auszuschalten, ist eine Verdiinnung des 
letzteren unerlaéBlich. Der Verdiinnungsgrad erfaihrt allerdings eine Kinschrankung 
durch die Empfindlichkeit der photoelektrischen MeBeinrichtung. Bei der von 
uns angewandten Verdiinnung von 1: 10 des Serums (fiir K, Ca und Na-Bestim- 
mung) und 1: 100 des Urins konnte einerseits der Einflu8 der Viskositat ver- 
nachlassigt, aber andererseits auch noch bei unverstarktem Photostrom aus- 
reichend groBe Galvanometerausschlige erzielt werden. 

Der Aciditatsgrad der MeBlésung muB8 ebenfalls Beriicksichtigung finden, 
da er die Intensitét des emittierten Lichtes beeinfluBt®. Wir setzten daher die 
Eichlésungen mit 0,l-n. Salzsiure an und verdiinnten Serum, Urin und Organ- 
Extrakte mit -entsprechend konzentrierter Salzsiure. 


3. Wenn auch die von uns verwandten Metall-Interferenzfilter: 











Interferenzfilter | Wellenlange | Du rehlassi gkeit | Halbwertsbreite 
mu 0 mu 
K 764 21 | 8 : 
Na 593,4 33 | 9 
Ca 613,9 24 | 6 
gegentiber den alten Farbglasfiltern eine erhebliche Verbesserung darstellen, su 


ist doch noch eine Fehldurchlassigkeit der einzelnen Filter fiir Spektral- 
linien anderer Elemente in Rechnung zu stellen. Diese Tatsache fallt besonders 
bei der Messung des Ca-Lichtes ins Gewicht, da sich bei Jer geringen Ca-Konzen- 
tration im Serum die hohe Na-Konzentration stérend bemerkbar macht. Tab. | 
gibt die von uns gefundene Fehldurchlassigkeit der einzelnen Filter bei verschiedenen 
den Serumverdiinnungen entsprechenden Konzentrationen von Na, K und Ca 
wieder. 

Wahrend das Ca-Filter besonders stark fiir Na, aber auch fiir K durchlassig 
ist, zeigt sich das K-Filter nur in geringem Mafe fiir Natriumlicht durchgangig. 
K- und Ca-Linien werden bei Serumkonzentration vom Na-Filter nicht durch- 
gelassen. 

Die gegenseitige Anregung der Elemente zur Jonisation in der Flamme 
ist mit anderen Flammenphotometern und Filtern schon vielfach untersucht 
worden’. Sie gewinnt beim Gebrauch von sehr heif} brennenden Acetylenflammen 
besonders an Bedeutung, da hier die Anregung gréBer ist als bei Leuchtgas. Theo- 
retisch muB der EinfluB aller Elemente untersucht werden. Wir priiften daher 
die lonisationsanregung von Na, K und Ca untereinander bei verschiedenen 
Mischungskombinationen (Tab. 2). 


6 J. Fischer u. H. Zettler, Chemie-Ing.-Techn. 1952, 146. 
* Lit. siehe J. c.°. 
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Tab. 1. Fehldurchlassigkeit der Na, K und Ca-Filter bei verschiedenen Konzen- 
trationen (entsprechend einer Serumverdiinnung von 1: WO). 








Untersuchtes Ausschlage in Skalenteilen bei Vorschalten des 
Element inmg'y| Na-Filters K-Filters Ca-Filters 
Na 10 88 3,5 10,5 
20 122 4,0 10,0 
30 148 4,0 10,5 
‘40 170 4.0 11,0 
K 0,6 0 26 2 
1,2 0 66 2 
1,8 0 98 2.5 
2,4 0 134 3 
Ca 0,7 0 0 ll 
1,0 0 0 16 
1,4 0 0 21 
1,8 0 0 26 











Tab. 2. Gegenseitige Ionenanregung innerhalb der Serumkonzentrationen 
(entspr. einer Verdiinnung 1: 10). 








Aussehlige Ausschiige Ausschliige 
Untersuchte rod sang Untersuchte ee Untersuchte porn 
”) elien be elicn bel yy eliei 
Elemente Vor:chalten Elemente Vorschalten Elemente oceuneltan 
inmg”,, des in mg”, des m mg’, des 
Na-Filters K- Filters Ca- Filters 
Na 30/K 0,6|/Ca0 148 Na 1O/K 1,8}Ca0 116 Na lO/K 0 |Cal,0 23.5 
30 1,2} 0O 147 20 1,8} 9O 123 20; O 1,0 24 
30 16 © 149 30 1,8; 90 127 30) O 1,0 25 
30} 2,4) O 149 40; 1,8) 0 132 10} O 1.0 26,5 
Na 30/]K 0 {Ca0,7 148 Na O}K 1,8/Ca0,7 110 Na O/K 0,6)Ca 1.0 16 
30) 0 1,0 149 0 1,8 1,0 109 0 1,2 1,0 17 
30} O 1,4 148 0 1,8 1,4 110 0 1,8 1,0 18 
30} 0 1,8 147 i) 1.8 1,8 110 UO} 2.4 1,0 19.5 
Na 30/K 1,8/Ca0,7 148 = |Na30/K 1,8/Ca0,7 127 Na 30/K. 0,6/Ca 1, $1 
30 1,8 1,0 149 30 1,8 1,0 127 30 1,2 1,0 31,5 
30 1,8 1,4 148 30 1,8 1,4 126 30 1,8 1,0 32,5 
30; 1,8 1,8 148,5 30 1,8 1,8 127,5 30; = 2,4 1, 32 
Na 30/K 0,6/Ca1,0 149 Na 10/K_ 1,8/Ca1,0 116 Na 10/K 1,8/Ca 1,0 30 
30] =1,2 1,0 147 20 1,8 1,0 124 20 1,8 1,0 32 
30} =1,8 1,0 147,5 30} =1,8 1,0 127 30 1.8 1,0 32,5 
30) 2,4 1,0 149 40} 1,8 1,0 133 40 1,8 1,0 33 
Na 30/K 0,6|Ca0,7 149 |Nal0/K 1,8|Ca0,7| 114 [Na l0|K 1,8/Ca0 12 
30} 1,2 1,0 149 20 1,8 1,0 124. 20; +#41,8! O 12 
30 1,8 1,4 147 30 1,8 1,4 127 30 1,8} 0O 13 
30} 2,4 1,8 149 40 1,8 1,8 132 40 1,8] 0 14 
Na OK 0,6/Ca0,7 0 |NalO!/K 0 [Ca0,7 5 Na 30/K 0,6/Ca0 12 
0} 1,2 1,0 i) 20; O 1,0 5 30 1,2; 0O 12 
Oo} 61,8 1,4 0 30} O 1,4 3 30] _~—si 0 13 
O| 2,4 1,8 0) 40} O 1.8 3.5 30]; «2.4, +O 12 
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Aus Tab. 2 ist zu ersehen, daB im Bereich der Serumkonzentrationen vor 
allem der KinfluB von Na auf die K- und Ca-Emission zu beriicksichtigen ist. 
Das Ca-Licht wird jedoch nur bei erheblichen Na-Schwankungen verandert. Eine 
Beeinflussung des Ca durch K tritt nur bei Abwesenheit von Na in Erscheinung, 
was bereits friiheren Untersuchern auffiel®. Die Na-Emission wird durch K oder 
Ca nicht meBbar beeinfluBt. Bei Urinuntersuchungen ist nur die Wirkung von 
Na auf K zu_beriicksichtigen. 

Das praktische Vorgehen zur Korrektur von Filterfehldurchlassigkeit und 
gegenseitiger Ionen-Anregung ergibt sich aus der Feststellung, daB die Natrium- 
Messung durch Konzentrationsschwankungen von K oder Ca nicht beeintrachtigt 
wird. Wir bestimmen also zuerst den Na-Gehalt der Untersuchungsfliissigkeit 
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Abb. 2. Eichkurven fiir Kalium bei verschiedenem Natriumgehalt des Serums. 


und gehen dann bei der Analyse von K mit dem gefundenen MeBwert in die Kich- 
kurven ein, in denen nach dem Vorschlag von v. Oer und Héfert® die K-Werte 
hei verschiedener Na-Konzentration als Parameter eingezeichnet sind (Abb. 2). 

Bei der Ca-Analyse ergab sich die Schwierigkeit, da wezen der geringen 
CGalvanometerausschliage der Regelwiderstand herausgenommen werden muBte. 
Die Kichkurve lieB sich daher nicht reproduzieren und muBte vor jeder Messungs- 
serie neu festgelegt werden (s. unten). 

4. Kine weitere Fehlerquelle stellt die Ermiidung des Photoelementes 
dar. Die Leistungsfahigkeit des. Selen-Sperrschichtelementes nimmt zu Beginn 
der Belichtung ab, um nach etwa | Stde. konstant zu bleiben. Dabei ist die Ermiid- 
barkeit fiir die einzelnen Spektrallinien verschieden und hangt auBerdem von der 
Intensitat des Lichteinfalls und der Erwarmung des Photoelementes ab (Er- 
wirmung der Apparatur, Schwankungen der Raumtemperatur). Wir fiihrten 
cine Vorermiidung des Photoelementes durch 4/,-stdg. Belichtung vor der Messung 
durch und kompensierten dann den weiteren Leistungsabfall mit dem Regel- 
widerstand, der zwischen Photoelement und Galvanometer ecingeschaltet und bei 


* G. Miller, Dissertat. Géttingen, 1952. 
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zunehmender Krmiidung verringert wurde. Nur bei Ca-Messungen war diese 
Kompensation nicht méglich. 


Kichlésungen, MeBvorgang, MeBfehler 


Vor der Untersuchung sind fiir Na und K Kichkurven aufzustcllen. Die 
Kichlésungen enthalten das zu analysierende Element in steigenden Konzen- 
trationen, waihrend die jeweils iibrigen 2 Elemente — entsprechend ihrer mittlere.: 
Serum-, Urin-, Organ-Konzentration konstant gehalten werden. Uber die von 
uns gewahlten Konzentrationen der Eichlésungen fiir Analysen von Serum, Urin 
und Organgeweben ist an anderer Stelle berichtet worden®. 

Mit einer Standardliésung, die dem mittleren K- und Na-Gehalt im Serum. 
Urin und Organen entspricht, wird dann der Galvanometerausschlag mittels des 
Regelwiderstandes so eingestellt, daB er in der entspreshenden Eichkurve liegt. 
Da eine Beeinflussung der K- und ‘Na-Analysen durch den Ca-Gehalt weder infolge 
Fehldurchlassigkeit der Filter noch durch lonenbeecinflussung (s. oben) zu erwarten 
ist, geniigt das Ansetzen der Standardlésungen mit K und Na ohne Ca; in einer 


Verdiinnung, die entsprechend der Vorbereitung des Untersuchungsmaterials 
mit Salzsiure® bei Serum 1:10, beim Urin 1: 100 und bei Organ-Trocken- 


substanz 1: 250 betragt. 
Die Standardlésungen enthalten: 


Fiir die Serumanalyse: 33,0 mg’, Na; 1.8 mg’, K. 


Fiir die Organanalyse: 1,5 mg®, Na; 5,0 mg®, K. 
Fiir die Urinanalyse : 4,.0mg% Na; 2.0 mg°®, K. 


Haufige Nachpriifungen des Galvanometerausschlages mit Hilfe der Standard- 
lésungen sind wahrend der folgenden Messungen von Untersuchungsfliissigkeit 
erforderlich, um Ermiidungserscheinungen des Photoelementes korrigieren zu 
k6nnen. 

Der mit der Lange-Apparatur von uns beobachtete MeBfehler, den wir 
durch Analysen von Einwagen in Untersuchungs- und Eichlésungen ermittelten, 
lag bei Serum-Analysen fiir K bei 2?,, fiir Na bei 2,5°, und fiir Ca bei 3%. Bei 
Organ- und Urin-Analvsen von Na und K betrug der MeBfehler zwischen 4° , 
und 5°, 

Uber die Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials sind andern Orts aus- 
fiihrliche Angaben gemacht worden’. Das nach sofortigem Abzentrifugieren 
erhaltene erythrocytenfreie Blut-Serum wird mit n/10-HCI 1:10, der Urin 1: 100 
verdiinnt. Die feinpulverisierte Organ-Trockensubstanz wird mit 10-n. HC! 
extrahiert und der Extrakt bis zu einer Verdiinnung von 1: 250 mit aqua dest. 
aufgefiillt und gemessen. 


Ergebnisse 


Die Analysenwerte von K und Na im Blutserum gesunder Versuchs- 
personen sind in Tab. 3 als Mittelwert und Streuung der Kinzelwerte 
aufgefiihrt und hinsichtlich des Kaliums den Mittelwerten gegeniiber- 
gestellt, die wir zum Teil bei den gleichen, Versuchspersonen mit den 
mikrochemischen Analysen (nach Kramer-Tisdall und Breh- 
Gaebler® erhielten. Weiterhin sind die bei gesunden Versuchstieren 
gewonnenen K- und Na-Werte in Serum und Organen in Tab. 3 ent- 
halten. 





* B. Kramer u. F. Tisdall, J. biol. Chemistry 46, 339 [1921]; F. Breh 
u. O. H. Gaebler, ibid. $7, 81 (1930). 
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Tab. 3. Flammenphotometrische K- und Na-Analysen in Serum und Organen. 











n | K Na 
Mensch: ¥ 
Serum (mAquiv./l) 
a) flammenphotometrisch . . 40 4,53 + 0,4] 140,5 + 4,2 
b) mikrochem. n. Kramer- Tisdall 26 4,39 + 0,5 
c) mixrochem.n. Breh-Gaebler . 26 3,42 + 0.6 
Hund: 
Serum (mAquiv. fl)... 12 4,85 +0,3] 1481+ 3.9 
Herzmuskel (mAquiv /kg 1 ‘rocken- 
substanz) R 3 |372,0 + 11,5] 149,0 + 20,5 
M. vastus (mAquiv. /kg » Trockensubst. ) 3 |394,8 +- 26,3 92,2 + 21,1 
Niere (mAquiv./kg Trockensubst.) . 3 |294,6 +- 8,5] 352,6 + 27,0 


Nebenniere (mAquiv./kg Trocken- 














substanz) . . 3 {2195+ 6,9] 109,0 + 12,8 

Leber (mAquiv./kg T Trockensubst. ‘. 3 |319,0 + 13,0] 145,0 + 18,9 
Latte: ; 

Serum (mAquiv. [t) . 10 5,67 + 0,2 | 148,54- 1,9 
Herzmuskel (mAquiv. /kg Trocken- 

substanz) . 10 |369,7 16,1 | 193,0 +- 21,3 
M. gastrocn. (mAquiv. /kg Trocken- 

substanz) . . 10 |469,8 + 42,7] 110,0 + 11,5 
Niere (mAquiv. /kg Trockensubst. 5. 5: 10 |327,8 + 32,3 | 334,2 + 15,7 
Nebenniere (mAquiv./kg Trocken- 

substanz) . . 10 }289,2 -+- 41,7] (149) 
Leber (m Aquiv. /ke "Troe kensubst. ). 10 1348.8 + 14,9] 113,3 -- 9,1 


Zusammenfassung 
Ss 


Es werden Erfahrungen mit dem neuen Flammenphotometer von 
8B. Lange (Modell 2) mitgeteilt und apparative Verbesserungen an- 
vegeben. Unter den die Messung beeinflussenden Faktoren sind Druck- 
schwankungen von Gas und Luft, Viskositiatsdifferenzen, Fehldurch- 
lissigkeit der Filter, gegenseitige Anregung der Elemente in der Flamme 
und Ermiidung des Photoelementes besonders zu beackten. Die Korrek- 
tur dieser Stérfaktoren wird besprochen. Nach Ausschaltung apparativer 
Unzulinglichkeiten sind mit dem Modell von B. Lange schnelle und 
fiir klinische und experimentelle Fragestellungen ausreichend genaue 
Bestimmungen durchfiihrbar. Die ermittelten Normalwerte von K 
und Na in Serum und Organen von gesunden Versuchspersonen und 
Versuchstieren werden angegeben. 
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Konstitution und Synthese des Anemonins 
Von 
D. Ackermann und R. Janka 
Aus dem Physiologisch-Chemisehen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1953) 


Das vor kurzem von einem von uns in der Anthozoe Anemoniu 
sulcata aufgefundene Anemonin! war schon vor 20 Jahren von 
Kutscher und Ackermann? einmal in der Archenmuschel, Arca Noae*, 
beobachtet worden. Damals konnte es mangels Materials nicht weiter 
untersucht werden und so wurde auch auf eine Namengebung verzichtet. 
Die Bruttoformel stand aber fest und war aus den Analysenzahlen des 
Hydrochlorids und Chloraurates sicher zu errechnen. Auch zeigte sich 
wie beim Anemonin aus Anemonia sulcata, daB das Hydrochlorid 
1 Mol. Kristallwasser enthielt und zwei Methylgruppen am Stickstoff 
vorhanden waren. Ferner ergab eine Untersuchung auf freie Amino- 
gruppen nach van Slyke schon damals ein negatives Resultat. 

So ist also dieses neue biogene Amin bei zwei gariz verschiedenen 
Tierarten heobachtet worden. 


Konstitution des Anemonins 


Da sich bei der Veraschung des Chloraurates der Base aus Anemonia 
ein deutlicher Geruch nach Heringslake erhob, muBte mit methyliertem 
Stickstoff gerechnet werden und in der Tat ergab, wie ja auch beim 
Anemonin aus Arca Noae, eine Methylimidbestimmung im Hydrochlorid 
aus Anemonia das Vorhandensein von 2 Methylgruppen am Stickstoff. — 
ErfahrungsgemaB fallen die Werte des N-Methyls meist etwas zu niedrig 
aus, sie liegen aber hier so wesentlich naher an denen fiir 2 Methyl- 
gruppen gegeniiber denen fiir 1 Methylgruppe, daB am Vorhandensein 
zweier Methylgruppen auch im Anemonin aus Anemonia kein Zweifel 
bestehen kann. 

Die Untersuchung des Hydrochlorids ergab optische Inaktivitat. 
Wichtig war ferner die stark kongosaure Reaktion einer Lésung des 
analysenreinen Hydrochlorids. Dies ist charakteristisch fiir Betaine. 

Des weiteren lieB sich dann die Vermutung, es handle sich um ein 
Betain, durch den positiven Ausfall der Roederschen* Betainproben 
bestatigen. Eine konz. Lésung des Hydrochlorids gab mit einer 25-proz. 
Lésung von Ferrocyankalium eine weiBe, mit einer solchen von Ferri- 
eyankalium eine gelbe Fallung. Die Priifung auf freie NH,-Gruppen 
nach van Slvke fiel negativ aus. 


* Dieses Praparat ging 1945 bei der Zerstérung des Institutes verloren. 
1D. Ackermann, diese Z. 294, 1 [1953]. 

? Fr. Kutscher u. D. Ackermann, diese Z. 221, 38 [1933]. 

3 F. Roeder, Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 3724 [1913]. 
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Die geringe Zahl von nur zehn Wasserstoffatomen bei sieben 
Kohlenstoffatomen schloB eine aliphatische Verbindung um so mehr 
aus, als die Baeyersche Permanganatprobe auf aliphatische Doppel- 
bindungen negativ ausfiel. Es muBte also ein ungesattigtes Ringsystem 
angenommen werden. 

Hier wurde zuerst N-Dimethyl-thymin in Betracht gezogen; dies wurde 
dargestellt, unterschied sich aber in seinen Eigenschaften weit vom Anemonin. 
Weiter wurde an eine Pyrimidinverbindung gedacht, und zwar an ein N-Methyl- 
derivat der 5-Pyrimidin-carbonsiure. Es ergab sich aber bei der Methvlierung 
der letzteren ein Goldsalz von ganz unerwarteter Zusammensetzung. 

Deshalb wurde als drittes das Ringsystem des Imidazols in Betracht 
gezogen unter Zugrundelegung der Formel des Imidazyl-essigsaure - 
dimethyl-betains, C,H, ,O,N, (III), und in der Tat ergab die weitere 
Untersuchung die Richtigkeit dieser Annahme. Ein asymmetrisches 
C-Atom liegt, wie zu verlangen ist, hier nicht vor. Die dem Anemonin 
fehlende Diazoreaktion schlieBt einen Imidazolring deshalb nicht aus, 
weil diese nur dann positiv ausfallt, wenn die Imidogruppe des Ringes 
unbesetzt ist. 

Der endgiiltige Beweis fiir die obige Konstitution lie® sich durch 
die Synthese erbringen. 


Histidin wurde mit Nitrit in 4-Imidazyl-milchsaure (1) iibergefiihrt *, 


das nach Knoop® mit Permanganat in Imidazyl-essigsdure (IL) tiber- 
ging. Hieraus entstand durch Methylierung mit Dimethylsulfat das 
Anemonin (Imidazyl-essigsiure-dimethyl-betain ITT). 


HC —C-CH,-CH(OH)-CO,H HC—C-CH,-CO,H HC=C-—CH,:CO'0- 
N NH Permanganat N NH Diwethyl- N N(CH.). 
" “ y sulfat sg . ig 
CH CH C 
H 
I II IIT 


Ein Vergleich des synthetischen Produkts mit dem Naturstoff 
ergab volle Ubereinstimmung in allen Eigenschaften der beiden Basen 
und ihrer Derivate. 

Auch, was Farben- und Fallungsreaktionen angeht, besteht véllige Uberein- 
stimmung mit dem synthetischen Produkt, und zwar im negativen Ausfall der 
Proben nach Millon, Pauly, Sakaguchi, Jaffé, Weyl, der Biuret- und 
Barrenscheen-Weltmannschen Harnstoffprobe. AuBer mit Goldchlorid- 
chlorwasserstoff, alkoholischem Platinchlorid-chlorwasserstoff und alkoholischer 
Pikrinsdurelésung lassen sich Fallungen mit Phosphorwolframsaiure und alko- 
holischer Quecksilberchloridlésung erzeugen. Die Fallungen mit Jodwismut- 
jodkalium nach Dragendorff und mit Dipikrylamin-magnesiumlésung fallen 
blig aus. WaBrige Quecksilbersulfatlisung nach Hopkins gibt keine Fallung. 

Damit ist sowohl die Reihe der Petaine, wie die der Imidazc 1. 
derivate, sowcit sie in der belebten Natur vorkommen, um einen 
Vertreter vermehrt. 


' Vgl. Frankel, Mh. Chem. 24, 237 [1903]. 
> F. Knoop, Hofmeisters Beitriige Chem. Physiol. Pathol. 10, 118 [1907]. 
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Beschreibung der Versuche 
Methylimidbestimmung 
2,833 mg Sbst. (100° Vak.): 6,010 mg AgJ. 
Anemonin-Hydrochlorid, C;H,,O,N.-HCl. Ber. ICH, 7, 89, 2CH, 15, 72. 
(aus Anemonia). Gef. 13, 58. 


Synthese des Anemonins 

16 g Histidinmonochlorid (+H,0O) in 30 cem Wasser gelést, wurden mit 
50 ccm 2-n. Schwefelsiure und dann langsam mit einer Lésung von 4,6 g Natrium- 
nitrit in 40 ccm Wasser versetzt. Nach langerem Schiitteln war alles Histidin 
desamidiert, wie sich aus dem negativen Ausfall der Ninhydrinreaktion ergab. 
Nach Beseitigung der tiberschiissigen salpetrigen Saure im Vakuum fiallte man die 
Salzsiure mit Silbercarbonat. Aus dem Filtrat des Chlorsilbers wurde das als 
Sulfat noch geléste Silber mit Schwefelwasserstoff beseitigt. Nachdem dieser aus 
dem Filtrat des Schwefelsilbers abdestilliert war, drangte man mit Baryt den 
Schwefelsiuregehalt bis zur schwach sauren Reaktion zuriick und konnte dann 
nach starkem Finengen im Vakuum mit Hilfe von Methanol den gréBten Teil 
des Natriums als Sulfat beseitigen. 

Die so erhaltene Lésung von /)-l[midazyl-milchsiure wurde nach Ab- 
destillieren des Methanols auf 40 ccm mit Wasser aufgefiillt, mit 85 cem 2-n. 
Schwefelsiure angesiuert und nach Knoop® unter Kiihlung mit einer Lésung 
von 12g Bariumpermanganat in 170 ccm Wasser versetzt. Das Filtrat vom 
Manganschlamm wurde zur Beseitigung des Natriumrestes noch mit Phosphor- 
wolframsiure bei Gegenwart von 5’, Schwefelsiure gefillt. Der Niederschlag 
kam nach mehrfachem Waschen mit 5-proz. Schwefelsiure in bekannter Weise 
zur Zersetzung mit Baryt, worauf das iiberschiissige Barium mit Schwefelsiure 
beseitigt wurde. Die eingeengte I.ésung lieB einen Kristallbrei zuriick, der ab- 
gesaugt und mit wenig Methanol gewaschen, 0,76 g wog. Diese I midazyl-essig- 
saiure wurde nach Umkristallisieren mit Tierkohie (zwecks Reinigung und Ent- 
farbung) methyliert. i, 

Zu der waBrigen Lésung in 25 com Wasser gab man einen groBen UberschuB 
gepulverten Bariumearbonates und 5cem Dimethylsulfat, worauf solange 
geschiittelt wurde, bis die Diazoreaktion nach Pauly fast ganz verschwunden 
war. Um das entstandene Monomethylsulfat und die Reste des Dimethylsulfates 
vollig zu spalten, dampfte man nach Zugabe von viel iiberschiissiger Salzsiure 
auf dem Wasserbad fast bis zur Trockne ein, filtrierte vom Bariumsulfat ab und 
beseitigte das als Chlorid geléste Barium des Filtrates genau mit Schwefelsaure. 
Die so erhaltene Lésung des Chlorides wurde auf dem Wasserbad eingedampft 
und bei Gegenwart von etwas konz. Salzsiure mit einer Lésung von 30’, Gold- 
chlorid-chlorwasserstoffsiure in konz. Salzsiure ausgefallt. Die Fallung war 
anfangs etwas Olig, kristallisierte aber bald und kam nach Umbkristallisieren aus 
konz. Salzsaure zur Analyse. Die gut ausgebildeten Kristalle des Chloraurates 
schmolzen nach Kofler unscharf bei 137—138°, die des Anemoninchloraurates 
aus Anemonia bei 137--138°. Eine Mischung der beiden Salze zeigte keine De- 
pression. 

7,216 mg Sbst.: 4,530 mg CO,, 1,480 mg H,O, 2,868 mg Au. 3,862 mg 
Sbst.: 0,199 cem MN, (24°, 740 mm). 3,078 mg Sbst.: 2,350 mg AgJ. 

C7H,,O.N.-HAuCl,. Ber. C 17,08, H 2,24, N'5,67, Au 39,90, 1(N-)CH, 3,04. 

2(N-)CH, 6,08. 
Gef. C 17,07, H 2,30, N 5,77, Au 39,75, (N-)CH, 4,89. 

Hin Teil des Goldsalzes wurde nach Dudley mit Silberpulver in das Hydro- 
chlorid verwandelt, dessen Lésung im Exsiccator zu einer strahligen Kristallmasse 
erstarrte. Das Hydrochlorid ging wie das des Anemonins aus Anemonia beim 
Aufnehmen mit wenig Athanol zum Teil in Lésung und hatte wie dieses ein Mol. 
Kristallwasser. Wasserfrei schmilzt das synthet. Hydrochlorid nach Kofler 
bei 180- 184°, das aus Anemonia bei 178°. Das Gemisch zeigte keine Depression, 
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5,126 lufttrockne Sbst. verloren bei 100° im Vak. 0,436 mg H,O. — 4,677 mg 
Sbst. (100° Vak.) : 7,565 mg CO,, 2,480 mg H,O. — 2,748 mg Sbst. (100° Vak.): 
0.378 com N, (25° 740 mm). 

C,H,,0,N,-HCI+-H,0. Ber. H,O 8,64. Gef. H,O 8,51. 

C,H, ,O,N.-HCl. Ber. C 44,10, H 5,82, N 14,70. 

Gef. C 44,14, H 5,93, N 15,34. 

Kin zweiter Versuch mit 18 g Histidinmonochlorid ergab vom Hydrochlorid 
des Anemonins- nach langsamem Einengen im Vakuum glasklare grobe Kristalle, 
die nach Absaugen und vorsichtigem Waschen mit wenig Alkohol 1,76 g wogen. 
Ein Teil derselben wurde in der oben beschriebenen Weise mit Silbercarbonat 
und Schwefelsaure in eine Lésung der freien Base verwandelt, die zu einer zusammen- 
hangenden eisblumenartigen Masse erstarrte. 

Die Base wurde papierchromatographisch mit der synthetischen verglichen, 
wobei sich iibereinstimmende Rr-Werte ergaben (Butanol, Dioxan, Wasser 
4:1:5 Vol.-Verhaltnis, Schleicher & Schiill 2043b, 2mg N/ccm, 10cmm auf- 
getragen, 1 Stde. bei 100°C getrocknet, Bespriihung mit 2-proz., waBriger Phos- 
phormolybdansiurelésung, 5 Min. Auswaschen in n-Butanol, 5 Min. Spiilen in 
flieBendem Wasser und Reduktion mit 0,5-proz., frisch bereiteter Zinnchloriir- 
lésung in 10-proz. Salzséure. Es entstehen dunkelblaue Flecke auf hellblauem 
Untergrunde). Rr-Werte = 0,17. 

(Butanol, Eisessig, Wasser 4: 1: 1 Vol.-Verhaltnis, Schleicher & Schiill 2043b, 
2mg N/cem, 10cmm aufgetragen, Sichtbarmachung der Flecken wie oben an- 
gegeben). Rp-Werte = 0,11. 

Einen Teil der freien Base verwandelte man ohne vorherige Lésung mit wenig 
gesattigter alkeholischer Pikrinsiurelésung unter Vermeidung eines Uberschusses 
in das Pikrat des, Anemonins, das aus Wasser umkristallisiert nach Trocknung 
bei 100° zur Analyse kam. 

4,162 mg Sbst.: 6,290 mg CO,, 1,380 mg H,O. — 3,571 mg Sbst.: 0,578 ecm 
N, (22°, 731 mm). 

C,H,,0,N.:C,H,0,N;. Ber. C 40,73, H 3,42, N 18,27. 

Gef. C 41,24, H 3,71, N 18,01. 

Die Lésung des Pikrates reagiert wie die des Anemoninpikrates aus der 
Tierwelt kongosauer. 

Anemonin hat nur eine geringe pharmakologische Wirkung. Erst bei sub- 
cutaner Injektion von 50mg neutralisiertem Anemonin-Hydrochlorid in 1 ccm 
Wasser erfolgte der Tod bei einer 30 g schweren Maus nach 10 Min. unter leichten 
Streckkrimpfen. Die letale Dosis betragt also 165 mg/100 g Maus. 

In 1 Tropfen Harn lieB sich durch direkte Fallung mit Goldchlorid-chlor- 
wasserstoffsiure ein sofort kristallines Chloraurat gewinnen, das nach Umkristalli- 
sieren und Trocknen nach Kofler ebenso wie synthetisches Anemoninchloraurat 
bei 137—138° schmolz. Danach geht Anemonin zumindestens zum Teil un- 
veriindert in den Harn iiber. 

Dieses Verhalten ist nicht iiberraschend, da auch verabreichtes Glykokoll- 
betain® zum Teil unverindert im Harn wieder ausgeschieden wird. 

Am isolierten Meerschweinchendarm zeigte sich erst bei 1 mg Anemonin- 
Hydrochlorid in 20 cem Tyrodefliissigkeit eine Kontraktion, die bei 10 mg dieselbe 
Hohe erreichte, wie bei 10 y Histamin-Dihydrochlorid. Danach ist die Wirkung 
des Anemonins auf die Diinndarmmuskulatur etwa 1000-mal geringer als die des 
Histamins. Dies ist nicht zu verwundern, weil im Gegensatz zum Histamin die 
NH-Gruppe des Imidazolringes besetzt ist und sich auSerdem eine Carbonylgruppe 
im Molekiil vorfindet. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur 
Durchfiihrung dieser Arbeit zur Verfiigung gestellten Mittel. 





6 M. Guggenheim, Biogene Amine, 4. Aufl., 8.248 [1951]. 
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a) Anemonin, freie Base; b) Hydrochlorid; c) Chloraurat; d) Pikrat. Vergr. 35-fach 
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Zusammenfassung 


Das sowohl in der Archenmuschel Arca Noae wie in der Anthozoe 
Anemonia sulcata aufgefundene Anemonin ist das Dimethyl-betain 
der Imidazyl-essigsiure. Die ermittelte Konstitution lieB sich 
durch die Synthese bestatigen. 

Die pharmakologische Wirkung ist gering. 


Zur Frage der Stoffwechselaktivitat wachsender und konsolidierter 
FuBsehnen von Végeln. 
Untersuchungen iiber die **P-Aufnahme bei Hiihnern 


Von 
Karl Bernhard, R. Buzina und G. Brubacher 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Oktober 1953) 


Die fundamentale Erkenntnis des dynamischen Zustandes aller 
Korperbestandteile als unmittelbarer Ausdruck manifesten Lebens ver- 
danken wir der Anwendung von Isotopen zu Signierungen!. Das Aus- 
maB, in welchem einzelne Gewebe oder Organe an bestimmten chemi- 
sehen Umsetzungen teilnehmen, la8t sich zumeist exakt feststellen. 

Auf Grund morphologischer Betrachtungen kénnte mitunter ver- 
mutet werden, gewisse Teile des Gesamtorganismus stiinden als end- 
giltig konsolidiert weitgehend auBerhalb der dauernd sich vollziehenden 
Auf- und Abbaureaktion. Tatsachlich nimmt das ausgebildete Hirsch- 
geweih am Phosphatstoffwechsel, der zur Zeit seines Aufbaues und 
Wachstums sehr intensiv ist, nicht mehr teil?. Bei den Végeln sind 
zumeist stark ausgebildete FuBsehnen (Beuger und Strecker der Zehen, 
Tendines mn. flexorum et extensorum digitorum) augenfallig. Es schien 
uns von Interesse zu priifen, inwieweit dieselben auch nach offensicht- 
licher Beendigung des Wachstums, aihnlich den Knochen noch chemische 
Verinderungen erleiden bzw. am Stoffwechsel teilzunehmen vermégen. 

Daher injizierten wir zwei etwa drei Monate und zwei etwa drei 
Jahre alten Hiihnern radioaktives Phosphat in die Brustmuskulatur 
und téteten die Tiere I, II und IV nach 8, Tier HI nach 91/, Stunden. 
AuBer den genannten Sehnen muBten zum Vergleich auch andere 
1 R. Schoenheimer, The dynamic state of body constituents, Cambridge, 
Harvard University Press, 1946. 

2 K. Bernhard u. G. Brubacher, diese Z. 290, 237 [1952]; K. Bernhard, 
G. Brubacher, H. Hediger u. H. Bruhin, Experientia [Basel] 9, 138 [1953]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift. f. physiol. Chemie. 294 7 











98 Karl Bernhard, R. Buzina und G. Brubacher, Bd. 294 (1953) 


Korperteile untersucht werden. Wir haben Gehirn und Leber in toto 
herausgenommen, Brustbein und MittelfuBknochen (Tarsometatarsus) 
abgetrennt, den Horniiberzug des Schnabels abprapariert, die Krallen 
aufgehoben und Proben des Federkleides gewonnen. 

Das gesammelte Material unterwarfen wir der feuchten Veraschung 
und fallten in einem aliquoten Teil nach Zugabe von Triagerphosphat 
mit Magnesiummixtur und Ammoniak, Magnesiumammoniumphosphat. 
Vom getrockneten Niederschlag bestimmten wir die Aktivitit, wobei 
als Standard eine Probe Magnesiumammoniumphosphat aus einem 
bekannten Anteil der injizierten **P-Lésung verwendet wurde. 

Aus den Tabellen sind die prozentualen Phosphorgehalte, bezogen 
auf das Feuchtgewicht der untersuchten Froben. und die festgestellten 


Tab. 1. Injektion von ®2P-Phosphat an zwei 3 Monate alte Hiihner (I und IJ). 
P-Gehalte und Aktivitaéten der untersuchten Organe. 












































Phosphat- Aktivitat 
gehalt 
we uC/g spezif. relat. spezif. 
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier 
‘ I II I I] I Il ] I 
Leber... ... . | 0,39 | 0,37 | 4,67 | 3,54 |11,9 | 9,57 | 0,50 | 0,42 
Gehin . .... . | 0,34 | 0,35 | 0,26 | 0,23 | 0,76 | 0,65 | 0,032] 0,029 
BOEMNEN. . .. «2 « 0,10 | 0,12 | 0,42 | 0,40 | 4,07 | 3,22 | 0,17 | 0,14 
Brustbein. . . . . | 4,58 | 5,09 [11,0 |10,5 | 2,39 | 2,06 | 0,10 | 0,091 
MittelfuBknochen . 4,37 | 4,00 {12,0 8,20 | 2,73 | 2,05 | 0,12 | 0,089 
Schnabel .... . 0,16 | 0,09 | 0,12 | 0,10 | 0,76 | 1,12 | 0,032) 0,049 
meatien. .. .« 2,29 | 2,64 | 4,64 | 4,37 | 2,02 | 1,65 | 0,084] 0,072 
Federn (Brust- 
gefieder). . . . 0,08 | 0,10 | 0,35 | 0,28 | 4,35 | 2,82 | 0,18 | 0,12 
Schwungfedern . . 0,07 | 0,06 | 0,47 | 0,22 | 6,49 | 4,00 | 0,27 | 0,18 


Tab. 2. Injektion von *2P-Phosphat an zwei 3 Jahre alte Hiihner (III und IV). 
P-Gehalte und Aktivitéten der untersuchten Organe. 
































Phosphat- Aktivitat 
gehalt 
i wC/g spezif. relat. spezif. 
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier 
iil IV Ii LV III IV III IV 
een Le ete 0:37- 1°86 | 2:33 | 4,76 | 630 1132 0,97 | 1,66 
Geni 2 686 GS. 0,32 | 0,33 | 0,11 0,14 | 0,36 | 0,42 | 0,055] 0,053 
Sehnen. . . . .. | 2,38 | 2,75 | 0,57 | 0,35 | 0,23 | 0,13 | 0,036] 0,016 
3rustbein. . . . . 5,75 | 6,00 | 2,08 | 2,07 | 0,37 | 0,35 | 0,057] 0,044 
MittelfuBknochen . 5,29 | 5,15 | 1,06 | 0,55 | 0,20 | 0,11 | 0,081] 0,014 
Schnabel ..... 0,06 0,05 0,77 0,097 
Kralion...< . . 1;75 { 1,80 | 0,51 051 0.29 | 0,28 | 0,044] 0,036 
Federn (Brust- 
gefieder). . . . 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0.01 | 0,88 | 0,47 | 0,14 | 0,060 
Schwungfedern . . 0,03 | 0,03 | 0,005} 0,004] 0,14 | 0,11 | 0,028] 0,014 
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Aktivitaten ersichtlich. Letztere sind in wC/prog Gewebe angegeben 
und wie friiher? als spezifische und relativ spezifische Aktivitat inter- 
pretiert. Tab. 1 enthalt die Ergebnisse der Versuche an jungen Hiihnern, 
Tab. 2 gibt Auskunft iiber die diesbeziiglichen Befunde bei den zwei 
‘ilteren Tieren. 


Diskussion der Ergebnisse 

Die experimentellen Werte bzw. die daraus berechneten Daten 
zeigen bei den beiden 3 Monate alten Tieren eine bemerkenswerte Uber- 
einstimmung, bei den beiden alteren Hiihnern ergeben sich Abweichungen 
bedingt durch die verschiedene Versuchsdauer von 8 bzw. 9!/, Stunden. 
Wie zu erwarten war, weist die Leber die héchste relative spezifische 
Aktivitat auf. Dieselbe ist zudem bei den alten bedeutend héher als 
bei den jungen Végeln und betragt auf Grund eines Vergleiches der 
Mittelwerte (s. Tab. 3) etwa 50°, mehr. Die relative spezifische Aktivitat 
der Sehnen erreicht bei den jungen Tieren das vier- bis zehnfache des 
bei den alten angetroffenen Wertes; der Phosphatgehalt ist indessen 
rund 25-mal geringer. Erstere iibertrifft bei den 3 Monate alten Hithnern 


Tab. 3. Mittelwerte der bei den Tieren I und IL (A) und IIT und IV (B) fest- 
gesteliten Aktivitaten. 














Phosphat- Aktivitit 
gehalt 
nae uC/g spezif. relat. spezif. 
A B A B A B A | B 
ever. cas 4 <hs-ls 0,38 | 0,37 | 4,11 | 3,54 [10,7 975° | 0:46 | 1,3 
CreMIO So fis, G2 0,35 | 0,33 | 0,25 | 0,13 | 0,70 | 0,39 | 0,031) 0,054 
SenMOn . ...-. <'s 0,11 2,56 | 0,41 0,46 | 3,64 | 0,18 | 0,16 | 0,026 
Brustbein. ... . 4,83 | 5,66 |10,8 2,08 | 2,23 | 0,36 | 0,096] 0,051 
MittelfuBknochen  . 4.19 | 5,22 {10,1 0,81 2,39 | 0,15 | 0,104] 0,023 
Schnabel ..... 0,12 | 0,06 | 0,11 | 0,05 | 0.94 | 0,77 | 0,041] 0,097 
RrAHENS. 4s 5. < 2.46 | 1,78 | 4,50 | 0,51 1,84 | 0,29 | 0,078] 0,040 
Federn 1] . 2... 0,09 | 0,03 | 0,31 | 0,02 | 3,58 | 0,67 | 0,15 | 0,098 
Hedern TT. . . .. 0,07 | 0,03 | 0,35 | 0,005] 5,24 | 0,13 | 0,22 | 0,021 


























auch diejenige der Knochen (Brustbein und MittelfuBknochen), wiihrend 
bei den dreijihrigen Tieren diesbeztiglich nur noch geringe Unterschiede 
bestehen, gréBenordnungsmaébig sogar analoge Aktivitaéten vorliegen. 
Auch Krallen, Schnabel und Federn zeigen bei den wachsenden héhere 
relative spezifische Aktivitiiten als bei den alten Hiihnern. 

Die Versuche lassen somit deutlich erkennen, dali auch ausgewach- 
sene Sehnen am Phosphatstoffwechsel teilnehmen und sich in dieser 
Hinsicht wie das Skelett verhalten. Beim wachsenden Tier erfolgt der 
Phosphat-Austausch in den Sehnen aber in noch stirkerem Ausmafe 
als in den Knochen. Spiter tritt eine zunehmende Verkalkung ein, der 
P-Gehalt steigt an, die relativ spezifische Aktivitit wird viel geringer. 


‘ 
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Beschreibung der Versuche 

Die Tiere erhielten je 0,75 ml einer Na,HPO,-Lésung, welche eine Aktivitat 
von 1,945 mC/ml aufwies. Die feuchte Veraschung der Proben erfolgte bis zum 
Aufhéren weiBer Nebel mit 20-50 ml konz. Schwefelsiure, dann wurde tropfen- 
weise konz. Salpeterséure zugefiigt und bis zur Erhaltung einer farblosen Lésung 
erhitzt. Die Dosierung des Tragerphosphates geschah in dem Sinne, daB zur 
Fallung des Phosphates 10—20mg P vorlagen. Den Niederschlag, d.h. das 
MgNH,PO0,-6H,0, haben wir mit Alkohol und Ather ausgewaschen und bei 40° 
zur Gewichtskonstanz gebracht. Die Aktivitaétsmessungen erfolgten mit einem 
Geiger-Miiller-Rohr (Glimmer-Endfenster-Réhre) mit dem Tacerlab 64-Scaler. 
Die P-Gehalte ermittelten wir nach dem Verfahren von Roth® mit Ammon- 
molybdat und Eikonogen kolorimetrisch. 


Zusammenfassung 

Nach Injektion von *2P-Phosphat an junge und alte Hiihner weisen 
die FuBsehnen der ersteren eine bedeutend hohere relative spezifische 
Aktivitaét auf als die Knochen. Bei den alten Tieren liegen die dies- 
beziiglichen Werte viel tiefer und entsprechen etwa der relativen spezi- 
fischen Aktivitit der Knochen. Es wurden auch Leber, Gehirn, Schnabel, 
Krallen und Gefieder in die Untersuchungen einbezogen, welche deutlich 
ergaben, daB stoffwechsel-inerte Koérperteile offenbar nicht existieren 
und der Stoffaustausch auch bei nicht durchbluteten Geweben ein 
bemerkenswertes AusmaB erreichen kann. 


. Pregl -Roth, Quantitat. organ. Mikroanalyse, 5. Aufl., Wien 1947, S. 165. 


Reaktionen von Diazoniumsalzen mit Prolin, Cystein, Glycin 
und anderen Aminosauren 


Von 
Helmut Zahn, Bruno Wollemann* und Otto Waschka 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1953) 


Seit den Arbeiten von Pauly! ist bekannt, daB Tyrosin und 
Histidin mit Diazoniumsalzen Disazofarbstoffe bilden, wahrend die 
iibrigen Aminosiéuren gelbe, nicht naher untersuchte Produkte ergeben. 

Es wurde gefunden, daB beim Bespriihen von Papierchromato- 
grammen von Proteinhydrolysaten mit einer alkalischen Lésung von 
diazotierter Sulfanilsiure Prolin, Oxyprolin und Cystein weiBe, die 
iibrigen Aminosdiuren gelbe Flecken bilden (vgl. Tab.1). Die Rot- 
farbung von Tyrosin und Histidin auf mit Diazoniumsalzen bespriihten 
Papierchromatogrammen ist bekannt. 


— * Teil der Diplomarbeit B. Wollemann, Heidelberg 1951. 
1H. Pauly, diese Z. 42, 517 [1904]; 94, 288 [1915]. 
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‘Tab. 1. Entwicklung eines Papierchromatogramms mit diazotierter Sulfanilsiure 
(2emm 10-proz. Kollagenhydrolysat, Whatman-Nr.-1-Papier, aufsteigende Methode, 
Lésungsmittel 75 Vol. sek. Butanol, 15 Ameisenséure, 10 Wasser). 








mm | Aminoséure | Rr-Wert Farbe 
(270 Front) 
85 Tyrosin 0,32 braunrot 
60 Prolin 0,22 weiB 
33 Oxyprolin 0,12 weiB 
8 Histidin 0,03 rot 


Zur Klaérung dieser Reaktionen auf dem Papierchromatogramm 
wurden einige priparative Versuche mit Aminoséuren durchgefiihrt. 


1. Diazoaminoverbindung des Prolins 
Aus diazotiertem 5-Chlor-2-methyl-anilin und d,/-Prolin erhalt man 
in guter Ausbeute weiBe N-[5-Chlor-2-methyl-benzoldiazo ]-pyrrolidin- 
carbonsaure-(2) (I)?, deren Natriumsalz in Wasser leicht léslich ist. 


Cl Ci 
CH,—CH, 
>—N : N—N —N:N-S-CH.-CH-CO,H 
F : (f : ¢ 2 
y CH CH, R 
CH, CH, NH, 
| CO.H II 


2. Diazothioverbindung des /-Cysteins 

/-Cystein reagiert mit diazotiertem 5-Chlor-2-methyl-anilin an der 
SH-Gruppe zu S-[5-Chlor-2-methyl-benzoldiazo]-cystein (II). Dieses 
gelblichweiBe Diazomercaptan ist bis 170° recht bestandig und reagiert 
mit Ninhydrin violett; in konz. Salzsiure gelést, gibt es mit FeCl, eine 
positive Thiclreaktion. Die Bildung des roten Azofarbstoffs aus dem 
salzsauren Ansatz und Naphthol-AS-*Lésung beweist die Spaltung 
von II in Cystein und Diazoniumsalz. 


Schulte und WeiBkopf* hatten bereits vermutet, da die Cysteinreste 
in reduziertem Menschenhaar mit Diazoniumsalzlésungen reagieren. Allerdings 


2 In einigen Patenten wird die Verwendung von Reaktionsprodukten aus 
Diazoniumsalzen und Proteinhydrolysaten als maskierte Diazotierkomponenten 
fiir die Farberei vorgeschlagen; vgl. Imp. Chem. Ind. Ltd. (K. H. Saunders u. 
M. A. Th. Rogers), Engl. Pat. 458808 [1937], C. 1987 I, 3065 (identisch mit 
Amer. Pat. 2111692 [1938]); Pharma Chem. Corp. (E. A. Markush u. J. Miller), 
Amer. Pat. 2105326 [1938], C. 1988 I, 3116. Vermutlich stabilisiert das in den 
Hydrolysaten enthaltene Prolin die Diazoverbindungen in Form von Diazoamino- 
verbindungen. Prolin selbst wird in den Patenten E. J.du Pont de Nemours 
& Co., Franz. Pat. 758889, C. 1984 I, 3804 (identisch mit Amer. Pat. 2008750. 
2021911); Pharma Chem. Corp. (E. A. Markush), Amer. Pat. 1982 681, C. 1985 1, 
2701; Amer. Pat. 1986 276, C. 1935 I, 3602 (vgl. K. Venkataraman, The Chemistry 
of Synthetic Dyes, Academic Press, New York 1952, Seite 229) zur Stabilisierung 
von Diazoniumsalzen vorgeschlagen. 

3K. E. Schulte u. W. WeiBkopf, Fette und Seifen 52, 230 [1950]. 

* Naphthol-AS ist 3-Oxv-naphthoesaure-(2)-anilid, 
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diskutieren sie eine N-Abscheidung, wahrend wir eine bei Zimmertemperatur 


stabile Diazothioverbindung erhalten haben. 


3. Reaktionen mit anderen aliphatischen freien Aminosaduren 

LaBt man Diazoniumsalzlésungen, z.B. diazotiertes p-Chlor- 
o-toluidin, auf aliphatische Aminosauren wie Glycin, d,l-Alanin, d,l-Iso- 
leucin und /-Glutaminsaure einwirken, so entsteht jeweils an Stelle des 
erwarteten Triazens der Aminosiure* die gelbe Diazoaminoverbindung 
aus dem verwendeten Diazoniumsalz und dessen Base, z. B. 5.5’-Dichlor- 
2.2’-dimethyl-diazoaminobenzol (III) sowie die der Aminosiure ent- 
sprechende x-Oxysaure. Wir vermuten, dal diese Reaktion tiber nicht 
isolierbare Triazene (a) der Aminosiuren verlauft: 


R R 
fArN:iN|tCi” + H,N-CH > Ar-N:N-NH-CH > 
CO.H a CO.H 
R R 
Ar-NH-N:N-CH > CHOH + N, + H,N-Ar 
; CO,H (OH 
b Cc d 
Cl 
[Ar-N 2 N]*Cir > Ar-NH-N:N-Ar Ar=< 97 
a CH, 


Diese zerfallen nach Verschiebung des Iminowasserstoffes an den 
kernbenachbarten Stickstoff (b) unter Hydrolyse sofort in die ent- 
sprechenden x-Oxysauren (c), 5-Chlor-2-methyl-anilin (d) und N,. Das 
Anilinderivat reagiert mit seinem Diazoniumsalz zum_ 5.5’-Dichlor- 
2.2’-dimethyl-diazoaminobenzol (III). Fiir eine vollstindige Reaktion 
bendtigt man 2 Moll. Diazoniumsalz je Mol. Aminosaiure. Behandelt 
man die Aminosiuren mit diazotiertem 4-Nitro-2-methyl-anilin, so 
endet die Reaktion bei d, d. h. das wiedergewonnene 4-Nitro-2-methy]l- 
anilin kuppelt unter den vorliegenden Reaktionsbedingungen nicht mit 
seinem Diazoniumsalz. 

Zum Nachweis der «-Oxycarbonsiiure (c) wurde d,l-Valin mit 
diazotiertem 5-Chlor-2-methyl-anilin umgesetzt und die dabei ent- 
standene «-Oxy-isovaleriansiure als Kupfersalz isoliert. 

Um die Bildung der «-Oxysiure aus der zugehérigen Aminosiure 
weiter zu priifen, wurde die Reaktion mit d./-Leucin bei pa-Werten 
oberhalb von 7 eingehender studiert. Bei der Umsetzung mit dem 

* Man vgl. das von O. Dimroth, Ber. dtsch. chem. Ges. 88, 2328 [1905], 
erhaltene Pheny!-methyl-triazen. 
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Diazoniumsalz im stéchiometrischen Verhaltnis 1: 1 wurden etwa 17% 
des angesetzten d,/-Leucins wieder zuriickerhalten. Die Ausbeute an 
x-Oxy-y-methyl-valeriansiure (d,/-Leucinsiure) betrug 32,7°,, d. Theorie. 
5.5’-Dichlor-2.2’-dimethyl-diazoaminobenzol (III) fiel bei der Ver- 
einigung der beiden Lésungen sofort aus. Setzte man das diazotierte 
p-Chlor-o-toluidin mit d,l-Leucin im Molverhiltnis 2:1 um, so erzielte 
man 59,4°,, Ausbeute an d,l-Leucinsiure. Diese stimmte im Schmp. 
und in den Ry-Werten mit der durch Desaminierung des d,/-Leucins 
mit Natriumnitrit und Schwefelsiiure erhaltenen Saure iiberein. Die 
Ergebnisse sind in Tab. 2 zusammengestellt. 


Tab. 2. Umsetzung von d,l-Leucin mit diazotiertem 5-Chlor-2-methyl-anilin. 








Ansatz Ausbeuten an 
Umsetzung | 4@/-Leucin | Diazon. d,l-Leucin- | Diazoamino- | Restliches 
Salz sdure verbindung | d,/-Leucin 
in & 8 g Yo g “o g % 
a 5,26 5,68 0,87 32,7 | 4,72 79,9 | 0,438 16,7 
IE. 5,26 11.36 3,16 59,4 | 6,47 55,1 | 0,07 1,4 
Saure Des- 
aminierung 5,26 — 2,76 51,9 - = 
Schmp. 294° ¢ 70—77°C | 151—152°C 294°C 
(Zers.) 

















Es wurde demnach festgestellt, da die Desaminierung von Amino- 
siuren im alkalischen Gebiet méglich ist. Sie ist nicht als eine Neben- 
reaktion* aufzufassen. 

is bestand ferner die Méglichkeit, da 5.5’-Dichlor-2.2’-dimethyl-diazo- 
aminobenzol aus durch Zersetzung gebildeter freier Base, dem p-Chlor-o-toluidin, 
und dem Diazoniumsalz entstanden ist. Ebenso kénnte eine unvollstandige Diazo- 
tierung zum Auftreten des Triazens fiihren. Die freie Base kuppelt dann im alkali- 
schen Milieu mit ihrer Diazoniumverbindung. Da jedoch bei den Umsetzungen 
nur frisch bereitete Diazoniumsalzlésungen verwendet und jene vollstindig diazo- 
tiert wurden, konnten diese Méglichkeiten ausgeschlossen werden. 


4. Reaktionen mit Aminosaureestern 


Triazene der freien Aminosauren lieBen sich, wie eben gezeigt, 
nicht isolieren. Lediglich nach Veresterung des Carboxyls der Amino- 
siure z.B. im Glycin wurde das weife 1-[5-Chlor-2-methyl-phenyl]- 
3-{carbithoxy-methy]l ]-triazen-(1) (analog Formel a, 8. 102) erhalten. 

Das Triazen IV wird durch schwache Sauren gespalten. 


Beschreibung der Versuche 
1. Papierchromatographischer Nachweis von Prolin und Oxyprolin 
1/, Bogen Filterpapier Whatman Nr. 1 — oder Schleicher & Schiill Nr.2043b — 
(25 » 36 cm) wurde mit je 2 mm* 10-proz. Proteinhydrolysat bzw. 1-proz. 


* Beim Arbeiten im sauren Medium und bei Anwesenheit von iiberschiissigen 
NO,-Ionen kénnte die Aminosaure direkt unter N-Entwicklung zur x-Oxycarbon- 
saure desaminiert werden. 
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Aminosaurelésung beschickt. Als Lésungsmittel diente ein Gemisch aus 75 Vol.-Tln. 
sek. Butanol, 15 TIn. 88-proz. Ameisensiure und 10 Tin. Wasser. Nach Entwick- 
lung der Chromatogramme (aufsteigend) wurde iiber Nacht an der Luft getrocknet 
und mit einer frischen Lésung von 50 mg stabilem Sulfanilsiure-diazoniumhydro- 
chlorid in 10 cem 10-proz. Sodalésung bespriiht. 

Prolin und Oxyprolin erschienen als weife Flecken auf blaBgelbem Unter- 
grund. Gelbe Flecken lieferten Threonin, Serin, Tryptophan, Methionin, Cystein- 
siure, Phenylalanin, Asparagin- und Glutaminsiure, Lysin, Ornithin, Arginin, 
Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin und Leucin. Histidin gab einen roten, Tvrosin 
einen rostroten und Cystin einen braunlichen Fleck. 

Von den im Handel befindlichen stabilisierten Diazoniumsalzen eignen sich 
fiir diese Reaktion Echtbordosalz BD (weifBe Flecken auf rosa Untergrund). 
Histidin liefert einen schmutzig-braunen Fleck. 

Wir fanden jedoch kein besseres Reagens als diazotierte Sulfanilsiure. Bei 
Proteinhydrolysaten lassen sich die einzelnen Aminosiuren mit der wenig charakte- 
ristischen gelben Farbreaktion kaum unterscheiden. Nachzuweisen sind hier nur 
Histidin, Oxyprolin, Prolin und Tyrosin (vgl. Tab. 1). 


2. N-[5-Chlor-2-methyl-benzoldiazo]-pyrrolidin-carbonsaure-(2) (41) 

1,42¢ p-Chlor-o-toluidin wurden, in 10cem kochendem dest. Wasser 
aufgeschlammt, mit 2,0 ccm 28-proz. Salzsiiure gelést. Das Filtrat wurde mit 
20 ccm kaltem Wasser versetzt und bei 10° mit einer Lésung von 0,72 g Natrium- 
nitrit in 7 ccm Wasser aus einem Tropftrichter innerhalb von 1 Min. diazotiert. 
Nach 15 Min. langem Riihren wurde filtriert, mit einer Lésung von 1,0 g Natrium- 
acetat in 3ccm Wasser abgestumpft, mit 0.75 cem 50-proz. Essigsiure versetzt 
und mit Eis ‘gekiihlt. 

Diese leicht gelbliche Lésung lieB man aus einem Tropftrichter unter starkem 
Riihren in die eisgekiihlte Lésung von 1,1 g d,/-Prolin und 1,1 g wasserfreier Soda 
in 25 cem Wasser flieBen. Nach 30 Min. wurde mit 10 ccm 2-n. Essigsdure ver- 
setzt, wobei ein weiBer Niederschlag ausfiel, der mit kaltem Wasser ausgewaschen 
und iiber Natronlauge getrocknet wurde. 

Rohausbeute 73°... WeiBe Nadelchen aus Methanol vom Zers.-Pkt. 116— 120". 

C,oH,,0,N,C! (267.7). Ber. (53,83, H 5,28, N 15,70. 

Gef. C 53,57, H 5,29. N 15,76. 


3. S-[5-Chlor-2-methyl-benzoldiazo]-l-cystein (LL) 

1,42 g 5-Chlor-2-methyl-anilin wurden wie fiir I diazotiert und dic cis- 
gekiihlte Lésung zu einer ebenfalls auf 0° abgekiihlten Lésung von 1,43 gl-Cystein- 
Hydrochlorid und 1,1 g Natriumcarbonat in 25 cem Wasser tropfenweise zu- 
gegeben. Der sofort gebildete gelbliche Niederschlag wurde 15 Min. geriihrt, 
filtriert, mit kaltem Wasser gewaschen und iiber NaOH getrocknet. Das Diazo- 
mercaptan wurde aus 80ccm KEisessig mit konz. Ammoniaklésung im Eisbad 
umgefallt. Ausb. 62°. Gelbliche Prismen vom Zers.-Pkt. 180°. léslich in Ather, 
Petrolaither, Benzol und Toluol. 

C19H,.0.N,S8C1 (263,7). Ber. C 43,87, H 4,42, N 15,35. 

Gef. C 44,50, H 4,51. N 14,96. 


4. Umsetzung von d,l-Valin mit diazotiertem 5-Chlor-2-methyl-anilin 

Die Diazoniumsalzlésung (0°) wurde unter Riihren innerhalb von 20 Min. 
zu einer Lésung (0°) von 1,2 g d,l-Valin und 1,1 g wasserfreier Soda in 20 ccm 
Wasser Segeben. Nach 20 Min. langem Riihren wurde der gelbe Niederschlag 
von 5.5’-Dichlor-2.2’-dimethyl-diazoaminobenzol (III) abgesaugt, mit 
kaltem Wasser gewaschen und im Exsiccator iiber CaCl, getrocknet. Das Roh- 
produkt wurde mit 100 ccm Ather aufgenommen und im Vakuum eingeengt. 
wobei sich gelbe Kristalle abschieden. Ausb. 65—-85°%, d. Th.; Schmp. 151-—152°. 
keine Depression beim Mis-hzchme!zrunkt. 
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C,,4H,3N,Cl, (294,2). Ber. C 57,15, H 4,45, N 14,29. 
Gef. C 56,48, H 4,66, N 14,47. 

Aus dem Filtrat der Diazoaminoverbindung wurden die letzten Spuren der 
Verb. III mit Ather ausgeschiittelt. Die wasserige Phase wurde mit verd. Schwefel- 
siure angesduert und 3-mal mit je 100ccm Ather ausgezogen. Nach dem Einengen 
der atherischen Extraktion fiel «-Oxy-isovaleriansaure als Ol an. Die Saure 
wurde in das Kupfersalz iibergefiihrt, indem man das Ol mit konz. Sodalésung 
neutralisierte, neutrale Kupferacetatlésung zugab und zweimal aus hei&em Wasser 
umkristallisierte*j. Ausb. 0,45 g (28°, d. Th.). 

Cu(C;H,O;).°H,O (315,8). Ber. C 38,12, H 6,38, Cu 20,13. 

Gef. C 37,80, H 6,24, Cu 19,72. 


Bildung von III beim Bespriihen von Aminosiurechromatogrammen 
mit Diazoniumsalzlésungen 


0,5 g Glycin wurden in 20 ccm 10-proz. Sodalésung gelést, auf einen ge- 
spannten Filterbogen aufgespriiht und nach dem Trocknen an der Luft mit diazo- 
tierter p-Chlor-o-toluidin-Lésung bespriiht. Dabei wurde der Bogen gelb gefarbt. 
Nach dem Trocknen wurde er in kleine Schnitzel geschnitten, in einem Erlenmeyer- 
kolben mit 100 cem Ather extrahiert, und der Extrakt mit Natriumsulfat ge- 
trocknet, filtriert und im Vakuum eingedampft. Die Ausbeute betrug nur 0,08 g, 
zeigte aber den gleichen Schmelzpunkt wie III. Schmp. 151—152°. Somit war 
bewiesen, da auf dem Papier ebenfalls 5.5’-Dichlor-2.2’-dimethy]-diazoamino- 
benzol gebildet wird. 


Rickbildung von 4-Nitro-2-methyl-anilin aus der Diazonium- 
verbindung und Glycin 

15g 4-Nitro-2-methyl-anilin wurden in 3ccm_ heifem Wasser  sus- 
pendiert, 0,75 g Natriumnitrit zugegeben, abgekiihlt, und die Paste unter Riihren 
in die Lésung von 3cem konz. Salzsiure in 75 cem Wasser (15°) eingetragen. 
Nach 30 Min. wurde filtriert, mit 1,5 g Natriumacetat gepuffert und 1 ccm 50-proz. 
Essigsiure zugegeben. Die Diazoniumlésung (0°) lie man in die Lésung von 
0,75 g Glycin und 3 g Natriumacetat in 25 cem Wasser eintropfen. Unter starker 
N,-Entwicklung entstand ein gelber Niederschlag, der aus warmem Methanol 
unkristallisiert wurde. Ausbeute an zuriickgewonnenem 4-Nitro-2-methyl-anilin 
1,29 g (85,9°,, g. Th.), Schmp. und Misch-Schmp. 129—130°. 


Umsetzung von d,/-Leucin mit diazotiertem 5-Chlor-2-methyl-anilin 


1. 5,68 g 5-Chlor-2-methyl-anilin wurden in 20 com Wasser aufgeschlimmt, 
mit 8ccem konz. Salzséure in das Hydrochlorid iiberfiihrt und dieses in 200 cem 
kaltem Wasser gelost. Zur vollstandigen Diazotierung lie8 man unter Eiskiihlung 
und Riihren in 30 Min. eine Lésung von 2,88 g Natriumnitrit in 20 cem Wasser 
hinzutropfen. Die hellgelbe Diazoniumsalzlésung wurde mit 4g Natriumacetat 
und 3ccm 50-proz. Essigsiure in 12 ccm Wasser gepuffert. 

5,26 g d,l-Leucin und 4,4g wasserfreie Soda wurden in 100 ml warmem 
Wasser gelést und die schwach alkalische Lésung (py 8—9) mit der Lésung 
von 5,68 g diazotiertem 5-Chlor-2-methyl-anilin unter Rihren und Eis- 
kiihlung versetzt. Von gelbbraun ausfallendem III wurde abfiltriert. Das Fil- 
trat (py 6) wurde ausgeathert und aus der atherischen Phase durch Eindampfen 
ain gelbbrauner Sirup erhalten (III). Die waiBrige Phase wurde mit verd. Schwefel- 
siure unter CO,-Entwicklung angesduert und mit Ather versetzt. Hierbei fiel 
Leucin aus. Die atherische Phase wurde abdestilliert und das angefallene gelbe 
Ol bei 80° getrocknet. Nach 24 Stdn. kristallisierte Leucinsaure in Rhomben. 
Weitere kleine Mengen Leucinséure wurden durch Ansiuern sowohl der waBrigen 
Phase wie des ausgefallenen Leucins mit verd. Schwefelsiure und Ausathern 
isoliert. Ausbeuten siehe Tab. 2. 


4J.Clark u. R. Fittig, Liebigs Ann. Chem. 189, 210 | 1866]. 
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2. 11,36 g p-Chlor-o-toluidin wurden in 80 ccm heiBem Wasser emulgiert 
und mit 16cem 36-proz. HCl versetzt. Das ausgefallene Hydrochlorid wurde 
durch Kochen gelést, filtriert, wieder auskristallisiert und mit 400 cem kaltem 
Wasser gelést. Man diazotierte mit 5,76 ¢ Natriumnitrat in 56 cem Wasser in 
$8 Min. unterhalb von 8°. Nach 2-stdg. Riihren filtrierte man und pufferte die 
Diazoniumsalzlésung mit 8g Natriumacetat und 6 ccm 50-proz. Essigsiure in 
24ccm Wasser auf py 4—5. 

5,26 g d,l-Leucin und 6,6 g wasserfreie Soda wurden in 100 cem Wasser 
in der Hitze gelést (yy 9) und die Diazoniumlésung unter kraftigem Riihren bei 
Kiskiihlung innerhalb von 2 Stdn. tropfenweise zugegeben. Mit Hilfe von Indi- 
katorpapier wurde fortwahrend sichergestellt, da die Reaktion im alkalischen 
Gebiet ablief (py 7--8). Nach der Zugabe wurde noch | Stde. weitergeriihrt. 
Die Lésung blieb itiber Nacht in der Kalte stehen. 

Der Diazoamino-Niederschlag (III) wurde abfiltriert, das Filtrat ausgeathert 
und die atherische Phase verworfen. Das schwach gelbgefarbte Filtrat wurde mit 
verd, Schwefelsiure angesiuert (Schaumen und CO,-Entwicklung) und mit 500 ccm 
Ather extrahiert. Es fiel ein fester, weiBer Niederschlag aus, der abgenutscht 
wurde. Der Atherextrakt war gelb gefiirbt. Die farblose, wasserige Phase farbte 
sich nach 2 Tagen wieder leicht gelb und wurde erneut mit Ather extrahiert. Der 
beim Eindampfen verbliebene Riickstand wurde in wenig verd. Schwefelsiure 
velést und ausgeathert. 

Die Atherextrakte hinterlieBen nach dem Abdestillieren ein gelborange 
gefarbtes Ol von stechendem Geruch (etwa 8 ccm LHisessig aus der diazotierten 
p-Chlor-o-toluidin-Lésung). Die Essigsiure wurde unter vermindertem Druck 
abdestilliert und das siiBlich schmeckende, dunkelgelbe Ol im Trockenschrank bei 
80°C getrocknet.- Geruch typisch nach Valeriansiure. Kristallisation erfolgte 
nach einem Tag. Die d,l-Leucinsiure wurde aus Ather-Petrolather umkristalli- 
siert. Schmp. 71°C. Ausbeuten siehe Tab. 2. 

Die bei beiden Versuchen erhaltene d,l/-Leucinsiure war identisch mit Leucin- 
siure vom Schmp. 76°. die durch saure Desaminierung von d,/-Leucin gewonnen 
worden war. 

Die Proben gaben, papierchromatographisch untersucht, die gleichen Rr- 
Werte. -Propanol/konz. Ammoniak/Wasser (60:30:10) aufsteigende Methode. 
Trocknen bei Zimmertemperatur: 

a) Bespriiben mit einer 0,4-proz. Lésung von Bromthymolblau (py, 10). 
Es entstehen gelbe Flecken auf griinem Grund®®. Ry-Wert fiir d,l-Leucinsaure: 
0,790,819. 

b) Bespriihen mit einer 0,025-proz. Lésung von 4-Methyl-umbelliferon. 
Unter der UV-Lampe schwarze Flecken durch Fluoreszenzléschung auf intensiv 
blau fluoreszierendem Untergrund’ (dieses Verfahren ist besser geeignet). 


5. 1-[5-Chlor-2-methy1-pheny]]-3-[carbathoxy-methyl]-triazen-(1) 
1,42 ¢ diazotiertes 5-Chlor-2-methyl-anilin wurden zu der eisgekitihlten 
Lésung von 13g Glycinathylester-Hydrochlorid und 1,1 g wasserfreier 
Soda in 25 cem Wasser unter staéndigem Riihren innerhalb von 20 Min. tropfen- 4 
weise zugegeben. Der entstandene graue Niederschlag wurde nach 20 Min. ab- 
genutscht, mit kaltem Wasser gewaschen und iiber CaCl, getrocknet. Die Loésung 
des Niederschlags in Methanol wurde mit dem gleichen Volumen Wasser gefallt 
und nach 45 Min. langem Aufbewahren in Eis weiBe Nadelchen erhalten. Ausb. 
51°,; Schmp. nach zweimaligem Umkristallisieren aus Methanol und Wasser 74°. 
> Th. Wieland u. U. Feld, Angew. Chem. 638, 258 [1951]. : 
6 H. Zahn u. B. Wollemann, Melliand Textilber. 32, 927 [1951]. 
7 K.Schlégl u. A. Siegel, Mikrochem. 40, 202 [1953]; K. Schloégl, 
A. Siegel u. F. Wessely, diese Z. 291, 265 [1952]. 
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Die Verbindung lést sich in Ather, Petrolither, Methanol, Athanol, Benzol und 
Toluol. 


C,,H,,0.N,C1 (255,7). Ber. C 51,66, H 5,52, N 16,44, C1 13,86. 
Gef. ( 51,44, H 5,64, N 16,69, Cl 13,92. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe, der Naphtol-Chemie in Offenbach fiir die Uberlassung von Naph- 
tholen und Farbsalzen. 

Zusammenfassung 


Die Reaktion von diazotiertem 5-Chlor-2-methyl-anilin mit d,/- 
Prolin ergab das Triazen, die N-[5-Chlor-2-methy]-benzoldiazo |- 
pyrrolidin-carbonsiéure-(2), mit Cystein das Diazomercaptan, S-[5-Chlor- 
2-methyl-benzoldiazo]-cystein. Die Reaktionen mit anderen Amino- 
siuren ergaben jeweils die Diazoaminoverbindung der aromat. Base, 
das 5.5’-Dichlor-2.2’-dimethyl-diazoaminobenzol. Triazene der Amino- 
siuren lieBen sich nicht isolieren. Nach Veresterung der Carboxylgruppe 
der Aminosaure wurde eine Stabilisierung des intermediir auftretenden 
Triazens erreicht und aus Glycinathylester 1-[5-Chlor-2-methyl-phenyl |- 
3-[carbaithoxy-methyl ]-triazen-(1) erhalten. 


Die Bestimmung der Acetalphosphatide im Vollblut 
Von 
F, Leupold, H. Biittner und K. Ranniger 
Aus der Medizinischen Universititsklinik Kiel (Direktor: Prof. Dr. H. Reinwein) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3, August 1953) 


Wir haben bereits berichtet+, daB die von Feulgen, Boguth und 
Andresen? zur Bestimmung der Acetalphosphatide im Serum ange- 
gebene und von uns® modifizierte Methode auch auf das Vollblut an- 
gewendet werden kann. Die experimentellen Grundlagen sollen in dieser 
Arbeit mitgeteilt werden. Vor kurzem hat Christl* eine Methode zur 
Bestimmung der Acetalphosphatide in Organen angegeben und in einem 
Anhang auch einige Werte fiir Vollblut angefiihrt. 

Durch entsprechende Versuche muBte iiberpriift werden, ob die 
Bestimmung der Acetalphosphatide im Vollblut durch stérende Fak- 
toren beeinfluBt wird. 





1 F. Leupold u. H. Bittner, 59. Kongr. Dtsch. Ges. Inn. Med., Wiesbaden, 
April 1953, Verh. Dtsch. Ges. Inn. Med. 59, 210 [1953]. 

2 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 

* F. Leupold u. H. Bittner, diese Z. 292, 13 [1953]. 

' H.Christ], diese Z. 298, 83 [1953]. 
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1. Volistandigkeit der Lipoidextraktion. Wir nahmen die Eiwei8- 
fallung und Lipoidextraktion ebenso wie im Serum mit der 30-fachen Menge an 
wasserfreiem Athanol vor. Der Beweis dafiir, daB die Extraktion der Acetal- 
phosphatide vollstandig ist, kann durch Extraktion des sorgfaltig ausgewaschenen, 
getrockneten Filterriickstandes mit frischem Lésungsmittel gefiihrt werden®. 
Ferner kann man auch den feuchten Filterriickstand mit dem Filter unter Be- 
nutzung des Filtrates als Extraktionsmittel im Soxhlet behandeln, dann den 
Extrakt in einem MeBkolben auf ein bestimmtes Volumen bringen und mit einem 
aliquoten Teil dieser Lésung die Bestimmung ausfiihren. Bei der Behandlung im 
Soxhlet wird der alkoholische Extrakt allerdings stark verfarbt. Diese Farbe geht 
teilweise auch in den Amylalkohol iiber. Der hierdurch bedingte Fehler 1éBt sich 
aber dadurch kompensieren, da man als Leerwert einen Ansatz benutzt, bei dem 
lediglich die fuchsinschweflige Saure durch schweflige Saure ersetzt ist. Wir fanden 
z. B. bei dem gleichen Blut nach der eben beschriebenen Methode mit intensiver 
Extraktion, deren Genauigkeit natiirlich geringer ist, 8,3 mg, nach der normalen 
Methode 8,6 mg®,, Plasmal. 

2. Vollstandigkeit der Acetalspaltung. Wie wir auf Grund reaktions- 
kinetischer Messungen zeigen konnten®, ist es zweckmaBig, die Acetalhydrolyse in 
einem homogenen System ablaufen zu lassen, was durch die Anwendung von 
90-proz. Essigsiure erreicht wird. Benutzt man Essigsiure mit einem Wasser- 
gehalt, der héher als etwa 30°, ist, so resultiert ein heterogenes System, was 
schon mit bloBem Auge zu erkennen ist. (Es zeigt z. B. Serumlipoidextrakt in 
90-proz. Essigsaure gelést eine Extinktion von ” = 0,05, der Lipoidextrakt 
vom gleichen Serum in Eisessig mit 50°(, 2-n. HCl suspendiert eine Extinktion 
von pla = 0,65). Die Vollstandigkeit der Acetalhydrolyse mu8 im Rahmen 


der Acetalphosphatid-Bestimmung durch die Wiederauffindung zugesetzter 
Acetale bewiesen werden. Wir verwandten Dimethylacetale, die zwar unphysio- 
logisch, aber im vorliegenden Falle sehr geeignet sind, da ihre Hydrolysekonstante 
kleiner ist als die der Acetalphosphatide’. Entsprechend durchgefihrte Zusatz- 
versuche bewiesen die Vollstandigkeit der Acetalspaltung auch im Lipoidextrakt 
aus Vollblut bzw. aus Blutkérperchen (s. Tab. 1). 

3. Stérender EinfluB fremder Substanzen. Die Bestimmung der 
Acetalphosphatide mit dem Schiffschen Reagens kann durch verschiedene Stoffe 
beeintrachtigt werden. Hierher gehért der ,,Waelsch-Effekt‘‘*. Neuerdings hat 
Christl‘ die Erscheinung, daB bei Anwesenheit gréBerer Fettmengen die Reaktionen 
wegen grobdisperser Ausflockung unvollstindig verlaufen, als ,,Fetteffekt‘’ be- 
schrieben. Von Schafer® und anderen Autoren liegen Beobachtungen tiber eine 
Hemmung der Schiffschen Reaktion durch Sulfonamide vor. Feulgen®?° wies 
wiederholi auf die Unbrauchbarkeit vergillten Alkohols bei der Serumbestimmung 
hin. Relativ indifferente Stoffe wie Toluol, Xylol, Petrolather u. a. kénnen schon 
in geringer Menge die Schiffsche Reaktion ebenfalls weitgehend unterdriicken 
(eigene Beobachtung). Ferner haben wir folgende eigentiimliche Beobachtung 
mit Aldehyden gemacht, die aus der Phosphatidfraktion menschlichen Gehirns als 
Dimethylacetale isoliert worden waren!! und geringe Verunreinigungen in Form 
anderer Lipoide enthielten: Die Geschwindigkeit der Farbentwicklung dieser 
Aldehyde mit fuchsinschwefliger Saiure wurde besonders stark gehemmt, wenn 
neben der Essigsiure noch HC] und NaOH (in Konzentrationen wie bei Feulgen) 
anwesend waren. 


5 F. Leupold, diese Z. 285, 216 [1950]. 

6 F. Leupold u. H. Biittner, diese Z. 292, 7 [1953]. 

? F.Leupold u. H. Biittner, unverdffentlicht. 

8 G. Ehrlich, H. E. Taylor u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 178, 547 
[1948]. 
® G. Schafer u. H. Fass, Z. ges. inn. Med. 8, 519 [1953]; vgl. auch 1. c.1°. 
10 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 298, 79 [1953]. 
11 F. Leupold. diese Z. 285, 199 [19501. 
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‘Tab. 1. Wiederauffindung zum Vollblut und zu Blutkérperchen zugesetzten 
Palmitinaldehyd-dimethylacetals* (gelést in 90-proz. Essigsaure). 





Plasmalgehalt der Blutk6rperchen 








Palmitinaldehyd-| Plasmalgehalt ** + Aldehyd 
Nr. Dimac** der Blutkérp. 
y/Ansatz yinadie gefunden |berechnet gifenden - 100 
y/Ansatz | y/Ansatz berechnet 
/o 
] 56,5 43.6 100,9 100,1 100,8 
2 30,7 32,3 63,3 63,0 100,5 











Plasmalgehalt des Vollblutes 























Palmitinaldehyd-|Plasmalgehalt ** + Aldehyd 
Nr. Dimac** des Vollblutes 
»/Ansatz y/Ansatz gefunden |berechnet gefunden | 100 
y/Ansatz | y/Ansatz berechnet 
1 56,5 48,3 102,7 104,8 98,0 
2 30,7 42,0 73,9 72,7 101.7 
Dimethylacetal = Dimac. ** Berechnet als Palmitinaldehyd. 


Vor kurzem berichteten wir*, da8 man bei einem Vergleich der Feulgenschen 
Methode mit unserer Modifikation an verschiedenen Seren mehr oder weniger 
groBe Unterschiede findet. Feulgen hat zur Uberpriifung beider Methoden je 
20 Bestimmungen am gleichen Serum ausgefiihrt. Parallelbestimmungen nach 
beiden Methoden liefern auch bei uns stets fiir sich sehr gut iibereinstimmende 
Werte. Die von uns erwahnte starke Streuung bezieht sich aber auf Vergleichs- 
bestimmungen an verschiedenen Seren. Feulgen, Boguth und Andresen!” 
konnten an verschiedenen Seren keinen statistisch gesicherten Unterschied fest- 
stellen. Auffallig ist, daB die von uns beobachteten Unterschiede von sehr wechseln- 
der GréBe sind. Méglicherweise spielen je nach der Zusammensetzung des Serums 
Hinfliisse in der Art der oben erwahnten Effekte eine unterschiedliche Rolle. Um 
einen Fetteffekt im obigen Sinne scheint es sich dabei nicht zu handeln, weil bei 
einer experimentellen Hyperlipimie die mit der Feulgenschen Methode erhal- 
tenen Werte unabhangig vom Grade der Hyperlipamie um 15°, niedriger liegen, 
als die mit unserer Methode erhaltenen. 

Die von uns mitgeteilten Unterschiede beider Methoden haben wir an einer 
Anzahl von Seren neuerdings bestatigen kénnen. Wir benutzten hierfiir, wie auch 
seinerzeit, fast ausschlieBlich Seren von Patienten der Klinik. Ob der gefundene 
Unterschied dadurch, daB es sich zumeist um pathologische Seren handelt, be- 
sonders deutlich zum Ausdruck kommt, mu8 dahingestellt bleiben. Auch bei 
einem Vergleich beider Methoden an 20 Vollblutproben fanden wir im Mittel 
um 13%, niedrigere Werte mit Feulgens Methode. 

4. Beeintrachtigung der photometrischen Messung durch Blut- 
farbstoff bzw. seine Abbauprodukte. Wie oben erwahnt, tretén bei inten- 
siver Extraktion Farbstoffe, die sich in Amylalkohol ausschiitteln lassen. in den 
Extrakt iiber. Bei der normalen Bestimmung im Vollblut ist der hierdurch be- 
dingte Fehler kleiner als 1°/, und kann deshalb vernachlassigt werden. 


Ein Beweis fiir die Brauchbarkeit der Bestimmungsmethode im 
Vollblut kann einmal in dem in Tab. 1 beschriebenen Zusatzversuch 
erblickt werden und zum anderen darin, da sich der im Serum gefun- 
dene Wert mit dem an Blutkérperchen (gewaschen, auf das Volumen des 
Voliblutes aufgefiillt) gefundenen Wert zum Plasmagehalt des Voll- 
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blutes addiert. Dabei ist zu beriicksichtigen, da 1 cem Vollblut nicht 
1 cem Serum, sondern entsprechend dem Hamatokritwert weniger ent- 
halt. So wurden z. B. bei einer mainnlichen VP. im Serum 2,00 mg%, in 
den Blutzellen 7,61 mg und im Vollblut 8,50 mg% Plasmal gefunden. 
Nimmt man einen Himatokritwert von 46 an, so errechnet sich der 
Plasmalgehalt des Vollblutes zu 0,54 . 2,00 + 7,61 = 8,69 mg%. 

Der wesentlich héhere Plasmalgehalt der Blutkérperchen gegeniiber 
dem Serum bedingt, worauf bei der Serumbestimmung geachtet werden 
mu, daB man in himolytischem Serum zu hohe Werte findet. Aus 
diesem Grunde ist auch eine Beobachtung von Seckfort!”, der einen 
deutlichen ,,himolysebedingten Plasmalogenanstieg** nur bei Carcinom- 
kranken fand, noch nachzuprifen. 

Zur Ausfiihrung der Bestimmung: Methodik wie fiir das Serum an- 
gegeben*,*, Eskann frisches oder ungerinnbar gemachtes Vollblut verwandt werden. 
Im letzteren Falle benutzen wir | Tl. 1,34-proz. Natriumoxalatlésung + 14 Tle. 
Vollblut. : 

Wichtig ist, daB das Vollblut tropfenweise unter Umschiitteln zum Alkohol 
gegeben wird. 

Berechnung: Bei der Berechnung wurde das Volumen des. gefallten 
KiweiBes vernachlassigt, da der hierdurch bedingte Fehler etwa konstant ist und 
unter 1°, liegt. 

1. Bei unverdiinntem Vollblut und Messung im Beckman- oder Eppendorf- 
Photometer bei 546 mu, Faktor 14,1 (wie bei der Serumbestimmung); bei Ver- 
diinnung des Blutes mit Oxalatlésung wie beschrieben, Faktor 15,1. 

2. Blutkérperchen. Berechnung aus dem Vollblutwert nach der Formel 


Blutkérp.-Wert _ ippiewreopaas | Hk\ Serumwert] 100 
mg% | mg 100 mg, Hk 


Hk = Hamatokritwert. 

Wir fanden relativ hohe Acetalphosphatidwerte im Vollblut mit 
cinem Mittel von 9,0 mg% berechnet als Plasmal (standard deviation 

0,9 ;m = 18), entsprechend 15,9 mg Acetalphosphatid (bei Annah- 

me eines Mol.-Gew. von 450). Diese Werte erhielten wir an einem un- 
ausgesuchten Material, d.h. ohne Beriicksichtigung von Alter, Ge- 
schlecht usw. Sie liegen hoher als ein einzelner, von Christ1* fiir mensch- 
liches Vollblut angegebener Wert von 10,3 mg% Acetalphosphatid. 

Wir danken Frl. E. Gramlow fiir ihre Hilfe bei dieser Arbeit, die durch 
Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstiitzt wurde. 


Zusammenfassung 


Es wird iiber die Bestimmung der Acetalphosphatide im Vollblut 
berichtet. 





2 H. Seckfort, Verh. Dtsch. Ges. Inn. Med. 8, 212 [1953]. 

* Bei der Plasmalbestimmung ist nach dem Lésen des lipoiden Riick- 
standes in 90-proz. Essigsiiure eine Hydrolysedauer von 10 Min. ausreichend. Es 
wurden urspriinglich aus Sicherheitsgriinden 45 Min. angegeben, eine Zeit, die 
sich aber bei nochmaliger genauer Uberpriifung im Serum und Vollblut als un- 
nétig lang erwies. 
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Uber Proteine und deren Abbauprodukte ! 

X. Zur Frage des Vorkommens von a@-Amino-buttersiure in Proteinen 
Transaminierungen in den Schmelzen der Hydrochloride von Aminosiuren * 
jVon 
Kurt Heyns und Wolfgang Walter 

Aus dem Chemischen Institut der Universitit Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. August 1953) 


In der VIII. Mitteilung* dieser Reihe hatten wir bereits darauf hin- 
gewiesen, daB bei der papierchromatographischen Untersuchung von 
Nervenprotein-Hydrolysaten, nach der Esterdestillation nach Emil 
Fischer ein Fleck beobachtet wurde, der der «-Amino-buttersiure 
zugeordnet werden muBte. Diese Feststellung in Verbindung mit an an- 
derer Stelle erérterten Zusammenhingen iiber Vorkommen und Bedeu- 
tung der einfachen «-Amino-carbonsiuren als Bausteine von Proteinen 
veranlaBte uns, der «-Amino-buttersiure, tiber deren Auftreten als Bau- 
stein von Proteinen noch keine endgiiltige Klarheit bestand, unsere 
Aufmerksamkeit zuzuwenden. 

Kine kritische Durchsicht der an sich umfassenden Literatur iiber 
die «-Amino-buttersiure’~?® zeigte uns, dali das Auftreten dieser 


' TX. Mitteil.: K. Heyns u. W. Kénigsdorf, diese Z. 295, 244 [1953]. 

2 Vgl. auch K. Heyns u. W. Walter, Naturwiss. 39, 507 [1952]. 

3K. Heyns u. W. Walter, diese Z. 289, 85 [1952]. 
I. Vorkommen von a-Amino-buttersiure in alkalischen und sauren 

Protein-Hydrolysaten 

' P. Schtitzenberger u. A. Bourgeois, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 
81, 1191 [1875]. 5 K. Fischer u. A. Skita, diese Z. 38, 177 [1901]. — ° E. 
Abderhalden u. O. B6hm, diese Z. 266, 41 [1940]. — 7 Th. Wieland u. L. 
Wirth, Chem. Ber. 82, 468 [1949]. — 8 W. Foreman, Biochem. Z. 56, | [1913]. 
9 §. Oikawa, Jap. J. med. Sci. 1 (II), 61 [1925]. — 1° E. Abderhalden u. A. 
Weil, diese Z. 88, 275 [1913]. — 1! J. Meisenheimer, diese Z. 104, 229 [1919]. 
2 R. Zeynek u. A. Ditmer, diese Z. 237, 247 [1935]. — 1 EF. Abderhalden 
u. A. Bahn, diese Z. 245, 246 [1937]. 

II. Nachweis des Vorkommens von a-Amino-buttersiure mittels 
Papierchromatographie 

4 C, E. Dent, Biochem. J. 41, 240 [1947]. is C.H. de Verdier u. G. 
Agren, Acta chem. scand. 2, 783 [1948]. — 16 A. H. Gordon, Biochem. J. 45, 99 
[1949]. — !7 C. E. Dent, W. Stepka u. F.C. Stewart, Nature [London] 160, 
682 [1947]. — 18 A. Allsopp, Nature [London] 161, 833 [1948]. — 19 R. J. Block, 
J. Dairy Sci. 34, 1 [1951]; zit. nach C. 1951 IT, 1677; F. V. Kosikowsky, J. Dairy 
Sci. 34, 228 [1951]; zit. nach C. 1951, IT, 3389. — ?°.E. Work, Biochim. biophysica 
Acta 3, 400 [1949]; zit. nach C. 1951, I, 2082. — 2! E. Work, Biochem. J. 48, 837 


[1951]. — * P. Decker, Angew. Chem. 68, 527 [1951]. — #2 P. Boulanger u. 
G. Biserte, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 283, 1499 [1952]. — *4 A. Polson, 


Nature [London] 161, 351 [1948]. — > J.M. Bremner, Nature [London] 165, 

367 [1950]. 

III. Untersuchungen iiber die Herkunft der a-Amino-buttersaure 
26 C, E. Dent, Science [New York] 105, Nr. 2726 [1947]. — 27 O. G. Lien 

u. D. M. Greenberg, J. biol. Chemistry 195, 637 [1952]; ebenda 200, 367 [1953]. 
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Aminosiure als Proteinbaustein noch véllig ungeklart ist, da in 
den alteren Arbeiten*-® 8-13 verschiedene, in diesbeziiglichen Unter- 
suchungen der letzten Jahre aufgedeckte Tauschungsmdglichkeiten - 
wie sekundare Bildungsweisen, Vorkommen der freien Aminosiéure in 
biologischen Fliissigkeiten bei verschiedenen Organismen — nicht be- 
riicksichtigt worden waren. 

Wir fanden «-Amino-buttersiure nur in geringer Menge in der 
letzten der bei der eingangs erwaihnten Esterdestillation erhaltenen 
Fraktionen und vermuteten, daB die Verbindung als Artefakt waihrend 
der Destillation entstanden sei. 

Bei Untersuchung des rohen Hydrolysates zeigte sich, daB die «-Amino- 
butterséure auf einem zweidimensionalen Chromatogramm nachgewiesen werden 
konnte, wenn von diesem eine 500 y Stickstoff enthaltende Menge auf den Start- 
punkt gebracht wurde. Bei der fiir ein zweidimensionales Papierchromatogramm 
optimalen Menge von 50—80y Stickstoff entzog sich die «-Amino-buttersiure 
dem Nachweis. Die angegebene Uberlastung des Chromatogramms war im Falle 
der x-Amino-buttersiure moéglich, da diese unter den bei der Papierchromato- 
graphie angewandten Bedingungen (vgl. Abb. 1) an einer so isolierten Stelle des 
Chromatogramms einen Fleck erzeugt, dafs dessen klare Ausbildung auch bei 
Uberladung des Chromatogramms erfolgt. 

Es ist damit erwiesen, daB die «-Amino-butterséure schon im Roh- 
hydrolysat vorliegt. Nicht bewiesen ist, ob sie nicht auBerdem noch 
bei der Esterdestillation gebildet werden kann (vergl. unten). Durch 
ersch6pfende Extraktion des Ausgangsmaterials mit kaltem Wasser 
und papierchromatographische Untersuchung der eingedampften Ex- 
trakte wurde zuniachst nachgewiesen, dafi dem zur Untersuchung be- 
nutzten Hirnprotein keine freie «-Amino-buttersaéure anhaftete, so daB 
die Verbindung entweder als Proteinbaustein vorliegen oder aus einem 
der in gréBerer Menge nachgewiesenen Bausteine wihrend der Hydro- 
lvse entstehen muBte. 

Es wurden daher die auf einem zweidimensionalen Papierchromato- 
gramm im Hirnhydrolysat nachgewiesenen Aminosaduren: Glykokoll, 
Alanin, VaJin, Isoleucin, Methionin, Serin, Threonin, Asparaginsiure, 
Glutaminsaure, Lysin, Arginin, S-Alanin, Histidin, Tryptophan, Tyrosin. 
Prolin miteinander vermischt (je 5 mg) und entsprechend den iiblichen 
Hydrolysen-Bedingungen behandelt. Daf} hierbei «-Amino-buttersiure 
entstand, deren Bildung durch Uberhitzung waihrend der Behandlung 
begiinstigt wurde, konnte auch festgestellt werden, wenn Pyridin- 
Amylalkohol-Wasser (eindimensional) als Loésungsmittel verwendet 
wurde (vergl. Abb. 1); die Lage des entsprechenden Fleckes unmittelbar 
unter dem Prolinfleck schloB jeden Zweifel aus, da in dem gewahlten 
Lésungsmittel keine der 17 verwendeten Aminosiiuren den Nachweis 
stéren konnte. 

** M.D. Armstrong u. F. Binkley, J. biol. Chemistry 180, 1059 [1949]; C. 
Fromageot u. H.Clauser, Biochim. biophysica Acta 3, 422 [1949]; zit. nach 
Chem. Abstr. 44, 1950 [1949]. — 29 E. Roberts, 8S. Frankel u. P. J. Hartmann, 
Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 383 [1950]; zit. nach C. 1951, I, 1893. 
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Abb. 1. Lage der wichtigsten Aminosiuren und einiger anderer mit Ninhydrin 

reagierender Substanzen auf einem zweidimensionalen Papierchromatogramm 

(Schleicher & Schiill 602 h:p), das mit Butanol-Eisessig (waagerecht) und Pyridin- 
Amylalkohol (senkrecht) entwickelt wurde. 


Abkiirzungen: 
Lys Lysin Glu-NH, Glutamin Asp Asparaginsiure 
Orn Ornithin Gly Glykokoll Glu Glutaminsaéure 
Arg Arginin Thre Threonin x-Amb a-Amino-buttersiure 
(Cys),  COystin Pro Prolin Try Tryptophan 
His Histidin Val Valin n-Val Norvalin 
Ser Serin Tyr Tyrosin ps-Leu Pseudoleucin 
Tau Taurin Met Methionin i-Leu Isoleucin 
Ala Alanin B-Ala B-Alanin n-Leu Norleucin 


Q-Ala  Phenylalanin Leu Leucin 


In weiteren Versuchen wurden die Aminosiuregemische in konz. 
Salzsiure gelést und in Reagensglasern in ein Temperaturbad von 140° 
eingehingt. Abb. 2 zeigt einige fiir diese Versuche typische eindimensio- 
nale Chromatogramme: a zeigt die Mischung der 17 Aminoséuren vor 
dem Erhitzen; b zeigt das gleiche Gemisch nach 3-stdg. Erhitzen, wobei 
der neuaufgetretene Fleck der x«-Amino-buttersiure deutlich wahr- 
zunehmen ist. 

Die Reaktion unterscheidet sich von der von Wieland’ festgestellten Um- 
wandlung von Threonin in «-Amino-buttersiure beim Erhitzen mit Barytwasser, 
da im Quarzrohr der gleiche Effekt auftritt. so daB die Reaktion hier eindeutig 
im sauren Bereich verlauft. 

Abb. 2 zeigt, daB neben dem Auftreten des Fleckes der «-Amino- 
buttersiure auch das Verschwinden eines anderen von Glutaminsiéure 
und Asparaginsiure gemeinsam erzeugten Flecks festzustellen ist. Es 
lag nahe, die beiden Erscheinungen miteinander in Zusammenhang zu 
bringen. 

Bei einer Priifung der beiden Aminosauren in Einzelversuchen wurde jedoch 
festgestellt, daB die Glutaminsaure sich unter den Versuchsbedingungen unter 
starker Braunfarbung zu Verbindungen umsetzt, die nicht mit Ninhydrin reagieren, 
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wahrscheinlich tiberwiegend zu Pyrrolidoncarbonsiure*®, Die Asparaginsaure 
liefert einen farblosen, in Wasser unléslichen Stoff, dessen waBriger Auszug keine 
mit Ninhydrin reagierende Substanz mehr enthalt. Die wasserunlésliche Ver- 
bindung ist sehr wahrscheinlich identisch mit dem Polymerisationsprodukt, welches 
Schiff*! beim Erhitzen von Asparaginsaéure auf 190 
a as bis 200° erhielt und die er als Polvasparaginsaure 

| erkannte. 

Nach Ausscheidung der Glutaminsaure, 
aus der die Bildung der «-Amino-buttersaure 
ohne wesentliche Anderung des Kohlenstoff- 
skeletts denkbar war, enthalten unter den [7 
verwendeten Substanzen nur das Threonin 
und das Methionin das gleiche Kohlenstoff- 
skelett. LaBt man in der Mischung der im 
Nervenprotein vorkommenden Aminosauren 
das Threonin fort, so bleibt die Bildung der 
x-Amino-buttersiure aus, womit bewiesen ist, 
daB nur Threonin unter den Versuchsbedin- 
gungen die x«-Amino-buttersiure zu bilden 
vermag, und zwar zwischen 110—-200°. Die 
untere Temperaturgrenze wird bei der Hydro- 
lyse von Proteinen mit konz. Salzsiure er- 
| reicht und, wenn Uberhitzung méglich ist, 
tiberschritten. 
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Die Untersuchung der Reaktion: 
CH,-CH—CH-CO,H -- CH,-CH,-CH-CO,H 


OH NH,-HC! NH,-HC! 
ergab, daB sich krist. Threonin-Hydrochlorid 
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| beim Erhitzen iiber den Schmelzpunkt unter 
Gasentwicklung und Braunfiarbung unter Bil- 
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Abb. 2. Kindimensionale .tapiler als das Threonin, so daB bei genii- 
Chromatogramme der auf | lee Pemnbinnadtbinn ain 
S. 112 angegebenen Amino. end langer Temperatureinwirkung ein Pro- 
siiuremischung. Streifen a: Gukt erhalten werden kann, das auber 
Chromatogramm der Mi- g-Amino-buttersiiure nur noch Spuren an- 
schung vor dem Erhitzen qerer mit Ninhydrin reagierender Substanzen 
Streifen b: Die gleiche Mi- hil mili ‘ ittialens Tia : seven 
schung nach 3-stdg. Erhit- enthalt, namlic 1 restliches Lhreonin, etwas 
zen mit Salzsiure auf 140°, Glykokoll und eine nicht identifizierte Sub- 
stanz mit wesentlich gréBerem Ry-Wert als 
a-Amino-buttersiure. Bei sehr lange fortgesetzter Temperatureinwir- 
kung wird auch die «-Amino-buttersiure zerstért, so da®B nach 
48 Stdn. leere Chromatogramme erhalten werden. 
30 K. Abderhalden u. K. sons h, diese Z. 68, 487 [1910]. 
31H. Schiff, Ber. dtsch. chem. Ges. 30, 2449 [1897]; Liebigs Ann. Chein. 
7, 231 [1899]. 
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Auch Abderhalden und Wurm fanden, daB x-Amino-buttersiure unter 
normalen Hydrolysenbedingungen im Gegensatz zu ihren héheren Homologen 
bemerkenswert labil ist. Uber die Zersetzlichkeit von Threonin bei der sauren 
Hydrolyse liegen quantitative Angaben hinsichtlich der Verluste von Borchers 
und Mitarbeitern vor*, 

Das Serin-Hydrochlorid setzt sich in der Schmelze in analoger 
RKeaktion zu Alanin um. 

Die gréBere Stabilitaét der Aminosiure gegeniiber der Oxyamino- 
siure in der Schmelze der Hydrochloride erlaubte es, die auf dem Papier- 
chromatogramm neu aufgetretenen Flecke durch Isolierung der sie 
erzeugenden Substanzen und deren Charakterisierung zweifelsfrei zu 
identifizieren. Die Umsetzung erfolgte mit Vorteil im geschlossenen 
Rohr, da unter diesen Bedingungen eine héhere Ausbeute als im offenen 
GefaB erhalten wurde. 

Die Abtrennung der gesuchten Aminosiuren erfolgte mit Hilfe 
von Tonenaustauschern unter Bindung der Aminosiure. Mit 2-n. wa8- 
rigem Ammoniak konnte die Aminosiure nach scharfem Durchbruch 
in wenigen Fraktionen erhalten werden, und zwar beim Erhitzen im 
offenen Rohr zu 13% und im geschlossenen Rohr zu 30%. Das nach der 
Sublimation gewonnene Produkt wurde nach Mouneyrat* in das 
Phenylhydantoin iiberfiihrt und mit einem Vergleichspraiparat identi- 
fiziert. 

Bei der Schmelze von Serin-Hydrochlorid im offenen Rohr wurde 
nach dem gleichen Verfahren Alanin in einer Ausbeute 18% erhalten 
und als Phenylhydantoin identifiziert. 

Ein groBer Teil der umgesetzten Substanzen entwich beim Erhitzen als Gas. 
Im offenen Rohr betrug der Gewichtsverlust 43°,, im geschlossenen Rohr 14°,,. 

Als Hauptbestandteile entstehen CO, und Wasser, auBerdem war ein stechen- 
der Geruch wahrnehmbar. Die genaue Untersuchung erfolgte in Warburg-Mano- 
metern, die in einem Glycerinbad auf 150° -- 1° gebracht wurden. 

Abb. 3 zeigt die Gasentwicklung in den Warburg-GefaBen als Funktion der 
Zeit von je 1,1 mg Threonin-Hydrochlorid. Kurve I zeigt die Reaktion in Luft, 
Kurve II in Stickstoffatmosphare. Die Kurve beginnt erst nach der 29. Minute, 
da vorher der Druckanst?eg so erheblich war, daB die Manometer zweimal zum 
Druckausgleich wieder geéffnet werden muBten. Der Versuch zeigt, daB die Um- 
setzung der Substanz unter Bildung gasformiger Produkte durch den Luftsauerstoff 
erheblich begiinstigt wird. Die nach der Reaktion in der Stickstoffatmosphare 
erhaltene Schmelze ist gelbbraun gefarbt und zahfliissig, wahrend bei Gegenwart 
von Sauerstoff dunkel gefairbte Produkte erhalten werden. 

Sorgt man durch Einbringung festen Kaliumhydroxyds in den Kinsatz des 
Warburg-GefaBes fiir die vollstandige Absorption von Kohlendioxyd und Wasser, 
so erhalt man das in Abb. 4 dargestellte Bild (Kurve I). Infolge des Sauerstoff- 
verbrauches tritt bei der Gegenwart von Luft eine Volumenverminderung ein. 
Nach etwa 15 Min. bleibt das Volumen dann konstant. Ein Vergleich mit Kurve IT, 
in der die bei der Reaktion entstehenden und nicht durch KOH absorbierten Gase 
auftreten, legt nahe, daB sich ein Gleichgewicht zwischen dem Sauerstoffverbrauch 


32K. Abderhalden u. E. Wurm, diese Z. 82, 167 [1912]. 
33 R. Borchers, J. R. Totter u. C. P. Berg, J. biol. Chemistry 142, 697 


34K. Mouneyrat, Ber. dtsch. chem. Ges. 33, 2393 [1900]. 
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Abb. 4. 


Abb. 3. Gaseritwicklung bei der Zersetzung von Threonin-Hydrochlorid im 
Warburg-Manometer. I: in Luft, II: in Stickstoffatmosphare. 

Abb. 4. Gasentwicklung und Gasverbrauch bei der Zersetzung von Threonin- 

Hydrochlorid im Warburg-Manometer unter Absorption von Wasser und Kohlen- 
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in Luft, II: in Stickstoffatmosphare. 


Abb. 5. Gasentwicklung bei der Zer- 
setzung von Threonin-Hydrochlorid 
unter Absorption von Wasser. 
Kurve I: in Luft, Kurve JI: in Stick- 

stoffatmosphiare. 
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und der Gasentwicklung einspielen kénnte, so daB nach etwa 15 Min. ebensoviel 
gasformige Reaktionsprodukte entstehen, wie Sauerstoff verbraucht wird. 


Abb. 5 zeigt jedoch, daB die Verhaltnisse nicht so einfach liegen, denn die 
Reaktion bei Gegenwart von Sauerstoff liefert wesentlich mehr Kohlendioxyd 
als die Umsetzung in der Stickstoffatmosphire, so daB ein Vergleich der Kurven I 
und II der Abb. 4 nicht méglich ist. 

Es ergibt sich, daB bei Gegenwart von Luftsauerstoff bei der Schmelze von 
Threonin-Hydrochlorid etwa die 3- bis 3!/,-fache Menge Gas entwickelt wird wie 
bei der gleichen Reaktion in Stickstoffatmosphire. Bei Absorption des ent- 
stehenden Wassers betraigt dieses Verhiltnis etwa 2:1. 

Die papierchromatographische Untersuchung der bei diesen Versuchen er- 
haltenen Schmelzen ergab, da die Atmosphire auf die Bildung der «-Amino- 
buttersiure ginzlich ohne Einflu8B ist. Dies zeigt, daB die Gasentwicklung auf 
Neben- und Folgereaktionen zuriickzufiihren ist. 

Die beim Erhitzen von Threonin mit Salzsiure auftretende «- 
Amino-buttersiure kann zu einer Kontrolle des papierchromatogra- 
phischen Nachweises von Threonin verwendet werden. Dazu wird eine 
Probe der Substanz (~ 1 mg), in der papierchromatographisch bereits 
Threonin festgestellt wurde, auf einem Uhrglas mit einem Tropfen 
9-n HCl gelést und fiir 20 Min. in einen auf 150° geheizten Trocken- 
schrank gebracht. Das Reaktionsprodukt wird mit 50 cem Wasser auf- 
genommen und von dieser Lésung 10 ccm auf den Startpunkt eines 
Papierchromatogrammes gebracht; wird auf diesem «-Amino-butter- 
siure nachgewiesen, so kann das Vorliegen von Threonin als sicher 
angesehen werden. 

Ein Hinweis fiir die Formulierung der Reaktion ergab sich aus der 
Beobachtung von Erlenmeyer*®, da nach lingerem Erhitzen von 
Serin und Schwefelsiure der Geruch von Brenztraubensiiure nach- 
zuweisen ist. Bettzieche*® konnte die Verbindung in geringen Mengen 
isolieren; Bergmann und Delis® haben Bedingungen ermittelt, unter 
denen Brenztraubenséure aus Serin in groBeren Mengen gebildet wird. 

Die bei der Schmelzreaktion von Serin-Hydrochlorid in einer Zwischen- 
reaktion entstandene Brenztraubensiure konnte papierchromatographisch auf 
folgende Weise nachgewiesen werden: 

a) nach der Methode von Metzeler und Snell%?; 

b) als Brenztraubensaure-2.4-dinitrophenylhydrazon in einer Schmelze, der 1°, 
festes 2.4-Dinitrophenylhydrazin zugesetzt worden war; 

¢) nach der Methode von Th. Wieland und Fischer’, 

Mit dem Nachweis der Brenztraubensiure als Zwischenprodukt 
ergab sich die Aufgabe, zu priifen, ob die Bildung der x-Amino-butter- 
siiure auf eine chemische Transaminierung im Sinne der von Herbst 
und Mitarbeitern®® untersuchten Reaktion zuriickzufiihren sei. Wir 


35 K. Erlenmeyer, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 3769 [1902]. 

36 F, Bettzieche, diese Z. 150, 177 [1925]. 

37 D. E. Metzeler u. E. E. Snell, J. biol. Chemistry 198, 353 [1952]. 

%8 Th. Wieland u. H. Fischer, Naturwiss. 36, 219 [1949]. 

*9 R. M. Herbst u. L. L. Engel, J. biol. Chemistry 107, 505 [1934]; R. M. 
Herbst, J. Amer. chem. Soc. 58, 2239 [1936]: vel. auch K. Heyvns, Angew. 
Chem. 61, 479 [1949]. 
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setzten der Threoninhydrochlorid-Schmelze eine geringe Menge Brenz- 
traubensiiure zu, aus der Alanin gebildet werden mute, wenn unter den 
‘eaktionsbedingungen eine chemische Transaminierung erfolgte. Dic 
erwartete Bildung des Alanins konnte papierchromatographisch be- 
statigt werden. Nach diesen Feststellungen ist die Reaktion in der 
gleichen Weise zu tormulieren, wie diese schon teilweise von Chargaff?*" 
und Mitarbeitern fiir Desaminierung von Serin und Threonin durch 
Bact. Coli, sowie von Herbst und Mitarbeitern fiir die 'Transaminierung 
und durch Th. Wieland? fiir die alkalische Zersetzung von Oxyamino- 
siiuren geschehen ist. 

Eine Umsetzung des bei der Reaktion gebildeten Ammoniumcehlorids mit 
der als Zwischenprodukt auftretenden Ketosiure kann, wenn tiberhaupt, nur in 
ganz untergeordnetem Mabe erfolgen, denn die Umsetzung von Brenztrauben- 
siure mit Ammoniumchlorid unter den angegebenen Reaktionsbedingungen erga), 
nur geringe Mengen einer mit Ninhydrin reagierenden Substanz, die noch nicht 
sicher mit Alanin identifiziert werden konnte; auch konnte papierchromato- 
graphisch eine Erhéhung der Ausbeute nicht festgestellt werden, wenn die Reak 
tion in Gegenwart eines Uberschusses von Ammoniumchlorid ausgefiihrt wurde. 
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40 ff. Chargaff u. D. B.Sprinson, J. biol. Chemistry 151, 273 [1943]. 
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Das Formelschema erklart die Unabhangigkeit der Reaktion vom 
Luftsauerstoff ebenso wie die Tatsache, daB die Reaktion im geschlosse- 
nen GefiB mit groBerer Ausbeute verliuft als im offenen. Im geschlosse- 
nen GefiB bleibt das durch sekundire Zersetzung gebildete Wasser 
(vergl. Abb. 3 und 5) weiterhin fiir die Bildung der Ketosiure sowie 
zur Hydrolyse der decarboxylierten Schiffschen Base verfiigbar, wahrend 
es im offenen GefaiB bei der Reaktionstemperatur verdampft. 

Durch das Schema wird die Bildung der geringen Mengen Glykokoll nicht 
erklart. Hier ware eine Spaltung zwischen den x- und £-C-Atomen der eingesetzten 
Verbindungen zu diskutieren, wie sie von Meltzer und Sprinson fiir biologische 
Bedingungen mittels eines Threonins bewiesen wurde, das am C-Atom 4 mit MC 
und in der NH,-Gruppe mit =N markiert war‘!; vergl. auch |. c.*’. 

Beim Arbeiten mit Phenylserin konnten wir in der Schmelze des Hydro- 
chlorides Glycin schon nach 1 Stde. in reichlicher Menge papierchromatographisch 
nachweisen ; es fanden sich nur Spuren von Phenylalanin im Papierchromatogramm, 
wahrend die Ausgangsverbindung bereits nach so kurzer Reaktionszeit nicht mehr 
nachzuweisen war. Auch diese Reaktion, die wahrscheinlich als eine Umkehrung 
der Erlenmeyerschen Synthese des Phenylserins aufzufassen ist, war bisher nur im 
alkalischen Medium bekannt. Beim Kochen mit 10-proz. Schwefelsiure bzw. 
48-proz. Bromwasserstoffsiure war immer nur f-Phenyl-naphthalin als Endprodukt 
gefaBt worden**, Uber weitere chemische Folgerungen aus obigem Reaktions- 
schema werden wir in anderem Zusammenhang berichten. Bei Isothreonin konnten 
unter den angegebenen Bedingungen keine mit Ninhydrin reagierenden Reaktions- 
produkte festgestellt werden. 

Die vorstehenden Ausfiihrungen zeigen, daB auch wahrend der 
Hydrolyse mit Salzsiure a-Amino-buttersiure aus Threonin gebildet 
werden kann. Weder diese Tatsache, noch die Méglichkeit, daB die freie 
«-Amino-buttersiure dem untersuchten Protein in freier Form anhaftet, 
sind in den bisher veréffentlichten Arbeiten tiber das Vorkommen dieser 
Aminosiure geniigend beriicksichtigt worden, so daB bis heute das Vor- 
kommen der «-Amino-buttersiure als Proteinbaustein als nicht er- 
wiesen anzusehen ist. 

Auf der Suche nach Hydrolysenbedingungen, unter denen das Threonin 
keine «-Amino-buttersiure bildet, wurde festgestellt, daB die Behandlung mit 
9-n. Salzsiure im geschlossenen Rohr bei 110° die Bildung der «-Amino-buttersiure 
ausschlieBt. 


Beschreibung der Versuche 
Priifung von Nervenproteinen auf anhaftende Aminobuttersaure 

1 g in der Kugelmiihle gemahlenes Protein aus Rinderhirn wurde mit 10 ccm 
dest. Wasser tibergossen und 1 Stde. kraftig geriihrt. Hierauf wurde abfiltriert 
und der Riickstand mit frischem Wasser weitere 2 Stdn. unter Riihren extrahiert. 
Nach einer dritten Extraktion mit frischem Wasser wurde der Riickstand tiber 
Nacht mit 10 com Wasser sich selbst iiberlassen. In ‘dem hieraus erhaltenen Filtrat 
lieB sich nach dem Eindampfen noch eine schwache Farbung mit Ninhydrin er- 
zielen. Weitere 10 ccm Wasser, mit denen der Riickstand wie oben extrahiert 
wurde, ergaben nach dem Eindampfen keine positive Ninhydrinreaktion mehr. 
Die vereinigten Filtrate wurden bei Zimmertemperatur iiber festem Kalium- 
hydroxyd abgedunstet und von dieser Lisung verschiedene Mengen auf zwei- 
dimensionale Chromatogramme gebracht. Folgende Aminosiuren wurden sicher 


oH. L. Meltzer u. D. B.Sprinson, J. biol. Chemistry 197, 461 [1952]. 
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nachgewiesen: Alanin, Glycin, Glutaminsiure, Asparaginsiure, Arginin, Lysin, 
Leucin, Isoleucin, Phenylalanin. AuBerdem wurden einige Flecke festgestellt, 
die nicht mit bekannten Aminosauren identifiziert werden konnten und bei denen 
es sich wahrscheinlich um Oligopeptide handelt. Zur Orientierung war auf allen 
Chromatogrammen Prolin zugesetzt worden, dem die «-Amino-buttersaiure ihrer 
Lage nach sicher zugeordnet werden kann. 


Serin-Hydrochlorid 

1,5 g Serin wurden in einer Mischung von 5 ccm konz. Salzsiure und 10 ccm 
Wasser gelést und die Lésung unter vermindertem Druck eingedampft. Der 
sirupése Riickstand kristallisierte bei langerem Erhitzen auf 40° spontan. Er 
wurde aus Isopropanol, dem wenig Athanol zugesetzt worden war, und Ather 
umkristallisiert. Ausb. 1,69 g (84°, d. Th.). 
C,H,0,N-HCI (141,6). Ber. C 25,47, H 5,70, N 9,89. Gef. UC 25,88, H 5,78, N 9,50. 

Die Substanz sintert bei 130°, ergibt bei 135° eine triibe Schmelze, in der bei 
140° deutlich Gasblasen sichtbar werden. Zwischen 140° und 142° setzt lebhafte 
Gasentwicklung ein, wobei die Schmelze klar wird und sich braun verfarbt. 


Threonin-Hydrochlorid’° 
1,0 g Threonin wurden in einer Mischung von 5 ccm konz. Salzsiure und 
10 com Wasser gelést und diese Lésung unter vermindertem Druck eingedampft. 
Es hinterblieb ein wasserklarer Sirup. ‘Dieser wurde in warmem Isopropanol auf- 
genommen, mit Ather bis zur Triibung versetzt und gekiihlt. Die Verbindung 
kristallisierte.schwer. Wenn die ersten anfallenden Siruptropfen, die sich an der 
Glaswand festsetzten, durch Reiben zur Kristallisation gebracht werden konnten, 
so kristallisierte nach weiterem Zusatz von Ather das gesamte Hydrochlorid iiber 
Nacht aus, wobei sich zum Teil lange Nadeln bildeten. Es wurde aus Isopropanol/ 
Ather umkristallisiert. Ausb. 1,12 g (86%, d. Th.). 
C,H,0,N-HCl (155,86). Ber. C 30,87, H 6,46, N 9,00. Gef. C 31,21, H 6,69, N 8,380. 
Die Verbindung sintert bei 134°, bei 140—142° bildet sich eine triibe Schmelze, 
in der bei 146° Gasblasen sichtbar werden. Bei 149° wird die Schmelze klar und 
verfarbt sich. 


Reihenversuche zur thermischen Umwandlung von Serin-Hydro- 
chlorid und Threonin-Hydrochlorid 

Die Untersuchungen wurden in offenen oder geschlossenen Schmelzpunkt- 

réhrchen mit je 1 mg Substanz durchgefiihrt, die im Trockenschrank zwischen 

10 und 48 Stdn. auf 140—200° erhitzt wurden. Nach der Unterbrechung der 

Temperatureinwirkung wurde das Schmelzpunktréhrchen zerdriickt und die 

Triimmer auf einem Uhrglas mit 0,1 cem Wasser angefeuchtet. Von dieser Lisung 
wurden jeweils 10cmm papierchromatographisch untersucht. 


Tsolierung von a-Amino-buttersiure aus der Schmelze von 
Threonin-Hydrochlorid 


540 mg Threonin-Hydrochlorid wurden in ein 10cm langes starkwandiges 
Glasrohr von 0,6 cm innerem Durchmesser eingeschmolzen und im Trockenschrank 
15 Stdn. auf 150° erhitzt. Nach Ablauf dieser Zeit war der Inhalt des Rohres 
dunkelbraun und mit Gasblasen durchsetzt. Am ausgezogenen Teil des Glas- 
rohres hatte sich ein farbloses Sublimat niederge sschlagen, das nach dem Offnen 
des Rohres als Ammoniumchlorid identifiziert wurde. Vor dem Offnen wurde das 
Rohr in Aceton-Kohlensiure gekiihlt. Hierauf konnte die ausgezogene Spitze 
sauber abgesprengt werden. Der Gewichtsverlust nach dem Offnen betrug 75 mg 
(14%). 
Das Reaktionsprodukt wurde mehrfach mit heiBem Wasser ausgezogen und 
vom unléslichen Riickstand abfiltriert. Es wurden 9 ccm einer rotbraunen, bitter 
schmeckenden Lésung erhalten, deren weitere Verarbeitung mittels Tonenaus- 
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tauschers erfolgte. Auf dem Papierchromatogramm wanderte die gefirbte Sub- 
stanz in der Lésungsmittelfront. 

Vorbereitung des [onenaustauschers: 15 g Wofatit KS wurden 24 Stdn. mit 
Wasser gequollen und darauf mehrfach mit 2-n. Salzsiiure und 2-n. Ammoniak 
im Wechsel unter Einschaltung von dest. Wasser beim Ubergang von Saure und 
Alkali und umgekehrt behandelt. In der Ammoniumform wurde der Austauscher 
in eine 50 ccm Biirette eingeschlammt. Linge der Schicht 20 cm. Das dest. Wasser. 
welches zum Einschlammen benutzt worden war, wurde durch 2-n. Salzsaiure 
verdrangt. Sobald im Eluat die Saure auftrat, wurde der DurchfluB fiir 30 Min. 
unterbrochen und dann weitere 40 ccm 2-n. Salzsiiure langsam durch die Saule 
geschickt. Dann wurde solange mit dest. Wasser durchgespiilt, bis das Eluat 
neutrale Reaktion zeigte. 

Auf den so vorbereiteten Jonenaustauscher wurde die rotbraune Lésung der 
Reaktionsprodukte gebracht und langsam (4 Tropfen/Min.) in die Saule eingefiihrt. 
Es wurde mit dest. Wasser solange nachgewaschen, bis das Eluat vollstandig 
farblos und frei von Chlorionen war. (Die Masse der gefarbten Reaktionsprodukte 
befand sich in dem auf den ersten gefirbten Tropfen folgenden 25 ccm des Eluats.) 

Das dest. Wasser wurde nun Jangsam durch 40 cem 2-n. Ammoniak ver- 
drangt. Kurz vor dem Auftreten alkalischer Reaktion im Eluat war darin die 
\-Amino-buttersiure in scharfem Durchbruch nachzuweisen. Mit ihrem Auf- 
treten war eine geringe Gelbfarbung des Eluati;s verbunden. Die aufgefangenen 
Fraktionen wurden laufend auf ihren Gehalt an «-Amino-buttersiure gepriift. 
Hierzu wurden mit Ninhydrin ecingespriihte und getrocknete Papierstreifen ver- 
wendet, auf die ein Tropfen der zu untersuchenden Lésung gebracht wurde. Wurde 
der Streifen im Trockenschrank 5 Min. auf 100° erhitzt, so ergab sich bei Vorliegen 
einer Aminosiure ein violetter Fleck. Ein violetter Rand von wechseinder Breite 
entsteht auch, wenn die zu priifende Lésung keine Aminosaure enthilt, so daB in 
Zweifelsfaillen Blindproben notwendig sind. Nach Abschlu8 des Jonenaustausches 
wurden simtliche erhaltenen Fraktionen papierchromatographisch untersucht, 
mit dem Ergebnis, daB nur etwa 40 cem Eluat, die nach dem Wirksamwerden der 
Verdringung der Aminosiuren mit Ammoniak aufgefangen wurden, «-Amino- 
buttersiure, die noch durch geringe Mengen Threonin verunreinigt war, enthielten, 
wahrend alle anderen Fraktionen frei von Aminosiuren waren. Die «-Amino- 
buttersiure enthaltenden Eluate wurden unter vermindertem Druck eingedampft. 
Der Eindampfriickstand war gelb gefairbt. Ausb. 124 mg (30°, ber. auf das 
Ammoniumsalz der Aminobuttersiure). Der Riickstand wurde bei 165° 0,01 mm 
sublimiert und das Sublimat mit Phenylisocyanat nach Schotten- Baumann 
umgesetzt. Nach dem Abfiltrieren des aus iiberschiissigem Phenylisocyanat ge- 
bildeten Diphenylharnstoffs wurde d’e gebildete Ureidosiure durch verd. Salz- 
siure ausgefaillt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit 30 ccm konz. Salz- 
siure aufgenommen. Die Liésung wurde 30 Min. zum Sieden erhitzt. Die nach 
Abdampfen der Hauptmenge an Salzsiure gebildeten Kristalle wurden abfiltriert. 
Ausb. 115mg. Nach 3-maligem Umkristallisieren aus Wasser wurden Kristalle 
vom Schmp. 122° (korr.) erhalten. Mit einem Vergleichspraparat 3-Phenyl- 
5-athyl-hydantoin wurde ein Mischschmelzpunkt von 122° gefunden. 


(',,H,0.N, (214.3). Ber. C 64,65, H 5,92, N 13,72. 
Gef. C 64,63, H.5,88, N 13,90. 


Isolierung von Alanin aus der Schmelze von Serin-Hydrochlorid 

Es wurde grundsatzlich in der gleichen Weise wie beim Threonin-Hydro- 
chlorid verfahren. 

765 mg Serin-Hydrochlorid wurden im offenen Rohr 3 Stdn. auf 150° er- 
hitzt. Der Gewichtsverlust betrug 336 mg (44°, ). Das Reaktionsprodukt war in 
Wasser vollstindig léslich und schmeckte nicht bitter. Die gefarbte Substanz 
wanderte nicht auf dem Papierchromatogramm mit Pyridin/Amylalkohol-Wasser. 
Nach der Reinigung im Ionenaustauscher wurden 106mg (18°,, ber. auf das 
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Ammoniumsalz des Alanins) an rohem Alanin erhalten, das mit sehr wenig Serin 
verunreinigt war. Dieses Produkt wurde im Vakuum sublimiert und in das Phenyl- 
hydantoin tiberfiihrt. Schmp. 168° (korr.). Mischschmelzpunkt mit einem Ver- 
vleichspraparat 3-Phenyl-5-methyl-hydantoin: 167° (korr.). 

C,9H,oO2N, (190,2). Ber. N 14,73. Gef. N 14,72. 

Der von Mouneyrat* fiir das Phenylhydantoin des Alanins angegebene 
Schmp. 172--173° (korr.) konnte in Ubereinstimmung mit Bergmann und 
Delis*?, die 168—169° fanden, nicht erreicht werden. Eben so wenig konnte der 
von Mouneyrat in der gleichen Verdéffentlichung fiir das Phenylhydantoin 
der x-Amino-buttersaure angegebene Schmp. 126—127° (korr.) erreicht 
werden. Es wurde sowohl fiir die aus dem Reaktionsgemisch isolierte Substanz 
als auch fiir das von uns hergestellte Vergleichspriaparat sowie deren Mischschmelz- 
punkt 122° (korr.) gefunden. Die Elementaranalyse bestiatigte das Vorliegen des 
3-Phenyl-5-athvl-hydantoins. 

Gaswechseluntersuchungen 

In einem Glycerinbad, das durch Kontaktthermometer, Riihrer, Relais und 
Heizplatte auf 150° — 1 gehalten wurde und das Platz fiir drei Warburg-Mano- 
meter bot, wurden jeweils zwei Parallelversuche durchgefiihrt, das dritte Mano- 
meter diente als Thermobarometer. Bei Versuchen ohne Gasabsorption lagen die 
Kinwaagen in der GréBe von 1 mg, mit Gasabsorption konnten Einwaagen zwischen 
3 und 5 mg verwendet werden. Das Manometer, in dem mit Stickstoffatmosphare 
gearbeitet wurde, wurde vor dem Versuch 30 Min. mit diesem Gas durchgespiilt. 
Die gemeinsame Absorption von Kohlendioxyd und Wasser wurde durch ein 
Platzchen Kaliumhydroxyd bewirkt, das in den Einsatz des Warburg-GefaBes 
gebracht wurde. Die Absorption von Wasser erfolgte durch Phosphorpentoxyd. 
Die Manometer wurden méglichst gleichzeitig in das Temperaturbad gebracht 
und nach 2 Min. Verweilzeit gleichzeitig geschlossen. 


Avsammenfassung 


Die bei Untersuchungen tiber die Bestandteile von Nervenproteinen 
festgestellte «-Amino-buttersiure wurde als ein wahrend der Hydrolyse 
vebildetes Sekundaérprodukt erkannt. Es konnte gezeigt werden, dal} 
Threonin-Hydrochlorid und Serin-Hydrochlorid sich beim Erhitzen tber 
den Schmelzpunkt auch bei Ausschlu8 von Luftsauerstoff unter Bildung 
von z-Amino-butterséure bzw. Alanin umsetzen. Diese Umwandlung 
kann zu einer Kontrolle des papierchromatographischen Nachweises 
des Threonins verwendet werden. 

Eine Durchsicht der bisher iiber die Auffindung der «-Amino- 
buttersiure als Proteinbaustein veréffentlichten Arbeiten ergibt, dah 
in keinem Falle deren Bildung als Sekundirprodukt bzw. das Vorliegen 
der freien Verbindung im Ausgangsprodukt ausgeschlossen worden war. 
Das Vorliegen der «-Amino-buttersiure als echter Proteinbaustein ist 
bisher nicht erwiesen und als sehr sehr fraglich anzusehen. 


2M. Bergmann u. D. Delis, Liebigs Ann. Chem. 458, 76 [1927]. 
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Uber den biologischen Wert des Champignon-EiweiBes. 
Zugleich ein Beitrag zur alimentéren Lebernekrose 


Von 
Hermann Fink, Use Sehlie und Ursula Ruge 


Aus dem Institut fiir Giirungswissenschaft und Enzymchemie der Universitit Koln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. September 1953) 


Herrn Professor Dr. Thomas in Verehrung und Freundschajt 
zum 70. Geburtstag gewidmet 


In der vorausgegangenen Mitteilung! berichteten wir tiber eine 
neue Diit, mit der es méglich ist, jederzeit mit groBer Sicherheit bei 
jungen Albino-Ratten die ernahrungsbedingte Lebernekrose zu erzeugen. 

Diese neue Diat, die als HaupteiweiB- Quelle (92°, des verdaulichen EiweiBes) 
gekochte Zucht-Champignons enthielt, léste bei unseren Tierversuchen die bisher 
gebrauchte Hefediat ab, fiir die wir keine zuverlassig wirkende Hefe mehr hatten. 

Diese Versuche, die unter anderem das Ziel verfolgten, verschiedene Stoffe* 
auf ihre Leberschutzwirkung zu priifen, waren nicht geeignet, allzuviel iiber den 
biologischen Kiwei8-Wert des Champignons auszusagen. Die Ergebnisse konnten 
auch nicht ohne weiteres mit unseren friiheren Auswertungen an verschiedenen 
Hefen, Schimmelpilzen, Mikroorganismen-Symbiosen, betr. die Qualitaét ihres 
EiweiBes, verglichen werden, da in diesen friiheren Arbeiten die Diait eine andere 
Zusammensetzung hatte und noch 15°,, des Proteins an Roggen- und Weizen- 
Protein enthielt. 

Um nun das Champignon-Eiwei8 in unsere friiheren Ergebnisse 
einreihen und mit dem Eiwei8 von niederen Pilzen in seiner biologischen 
Qualitit vergleichen zu k6énnen, stellten wir Fiitterungsversuche nach 
der bisherigen Art mit Champignons als HaupteiweiB-Quelle, jedoch 
mit Zusatz von 15°, Roggen- und Weizen-Protein an. AuBerdem 
interessierte es uns, festzustellen, wie ein analog der friiheren Diat- 
zusammensetzung hergestelltes Champignonfutter, also eine Diat, die 
15°, des Gesamtproteins in Form von Cerealien-EiweiB (Roggen und 
Weizen zu gleichen Teilen), 8°, als Bierhefe-Eiwei und nur 72°, als 
Champignon-EiweiB enthalt, sich zu dem in der letzten Mitteilung! 
verwendeten Champignon-Futter verhailt. Wachstum und Entstehung 
von Leberschiden sollten bei den beiden Futtermischungen mit ver- 
schiedener ,,Kkonzentration® an Champignon vergleichend beobachtet 
werden. Als Bezugssystem wurde parallel dazu eine Gruppe von 
15 Albinoratten bei einer analog zusammengesetzten vollwertigen 
MilcheiweiB-Diat (Magermilchpulver) gehalten (Tab. 1). 

Mit diesen Diaiten wurden — unter sonst gleichen Bedingungen — 
2 Gruppen von 17 bzw. 15 Albinoratten 120 Tage gefiittert. 

Das Ergebnis war ein ganz anderes als bei der Verfiitterung der 
Champignon-Diait ohne Cerealien-Zusatz: etwa 53°, der Tiere tiber- 

1H. Fink, L. Schlie u. U. Ruge, diese Z. 298, 264 [1953]; siehe auch 
Naturwissenschaften 40, 491 [1953]. 

° HH. Fink, I. Schlie u. U. Ruge, Naturwissenschaften 40. 171 [1953]. 
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Tab. 1. Mittlere Zusammensetzung der unter Cerealienzusatz hergestellten 
Champignon- und MilcheiweiB-Diaten in °,, bezogen auf die Trockensubstanz. 








Bestandteile Diat mit 

der einzelnen Diaten | Champignon | MilcheiweiB 
Champignon. we 20,7* - 
Magermilechpulver . . -- 20,7* 
Roppen. . .... . 8,3 9,2 
Weizen. ...... 6,1 6,0 
Lot) es 1,9 1,6 
Lebertran. . ... . 3,1 2,5 
Weizenstirke ... . 54,5 56,7 
McCollum’sches Salz- 

gemisch .... . 3,8 332 
Prim. Caleciumphosphat fe} 








* Die Ubereinstimmung ist eine zufillige. 


lebten die gesamte Versuchsdauer und zeigten ein zwar nicht erheb- 
liches, aber doch deutlich erkennbares Wachstum. Der durchschnitt- 
liche Zuwachs erreicht jedoch bei weitem nicht die bei der Milcheiweif- 
Diat erzielten Zunahmen (s. Abb. 1), jedoch iibertrifft er den mit der 
Champignon-Diit ohne Cerealien-Zusatz erzielten erheblich. 

Auch beziiglich der Leberschaden-Haufigkeit (Tab. 2) liegen 
bei dem Champignonfutter mit Roggen- und Weizen-Zusatz die Ver- 
haltnisse anders als bei den entsprechenden Diiaten ohne! Cerealien- 
Zusatz: bei einer Gesamt-Sterblichkeit von 47°, betrug der Prozentsatz 
der eindeutig an Lebernekrose eingegangenen Ratten nur 23,5°, der 
eingesetzten Tiere. Beachtlich ist daneben die erheblich langere Lebens- 
dauer der Tiere, die mit Dobberstein positivem Befund eingingen; sie 
iiberlebten nahezu 90 Versuchstage, wihrend die Tiere der Gruppe 
Champignon ohne Roggen und Weizen im Durchschnitt nach 38 bzw. 
39 Tagen starben. 


Tab. 2. Einflu8 der Verfiitterung von MilcheiweiB- und verschiedenen Champignon- 
Diaten auf Lebensdauer und Leberschaden. 























Anzahl der Histol.* Fille mit Esra ge Versuch-- 
Diit mit Parsuchs- poston) unters. Lebersch. Palle ae dauer 
aoe , 5 Re sfiille bb : i age 
there NS Todesfiille Dob eae in Tagen 
MilcheiweiB 15 0 0 0 0 120 
Champignon 
mit Roggen 17 8 8 4 89 120 
und Wreizen 
3 _& " ; 
So S— [ a 10 10 9 7 39 120 
BE op 
acm] b 26 26 26 23 38 120 
(2 Falle fraglich) 











* Die histologischen Untersuchungen fiihrte in dankenswerter Weise Herr Prof. Dr. Rievel, 
Bundes-Forschungsanstalt fiir Fleischwirtschaft, Kulmbach, durch 
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Deutlicher werden diese Tatsachen an Hand der Abb. 1, die Kurven 
fiir die mittleren Gewichtszunahmen der Milcheiweif-Tiere einerseits 
und der Champignon-Tiere andererseits mit Kreuzchen-Markierung der 
Gesamt-Todesfille zeigt. Kein einziger Exitus trat bei Zuftitterung 
von Roggen und Weizen vor 70 Tagen ein. Hatten wir den Versuch 





| 130 
g 1207 
110 - 
100 + 
90 





80 1 






































0 ae” aie 120 
Versuchstage —— 


Abb. 1. Mittlerer Gewichtszuwachs in g bei Versuchsgruppen von Ratten mit 
folgender Diat: I Milcheiwei&B mit Roggen- und Weizen-EiweiB, I] Champignon- 
mit Roggen- und Weizen-Eiwei®, IIT, au. b, Champignon-Eiwei8 allein. 


bereits nach 90 Tagen abgebrochen, was mit Riicksicht auf frithere 
Arbeiten® nicht geschah, wire ein groBer Teil (75%) der Todesfille 
iiberhaupt nicht registriert worden. Anders verlaufen die Wachs- 
tumskurven a und b ohne Zusatz von CerealieneiweiB, die wir zum 
Vergleich nochmals in die Abb. 1 eingezeichnet haben. 

Der Cerealien-Zusatz hat demnach eine deutlich ins Gewicht fal- 
lende ..verhiitende“‘ Wirkung, gewissermaBen ,,Bremswirkung” auf das 


3-H. Fink, I. Schlie u. U. Ruge, diese Z. 292, 251 [1953]. 
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Auftreten der Nekrose, eine Tatsache, die uns auch noch in anderem 
Zusammenhange — speziell im Hinblick auf die MilcheiweiB-Diiten in 
den nachsten Mitteilungen — beschiaftigen wird. 


Auf Grund der Wachstumskurven lat sich mit Sicherheit sagen, 
dal der biologische Wert des Champignon-Proteins betrachtlich unter 
dem des MilcheiweiBes liegt. 

Das Mittel aus allen in Abb. 1 dargestellten Werten fiir den durchschnitt- 
lichen Zuwachs in der Zeitspanne von 0—120 Tagen -- wenn MilcheiweiB gleich 
100 gesetzt wird — liezt fiir II bei 11,8, also wesentlich unter der biologischen 
EiweiB-Qualitat der schlechtesten, von uns bisher untersuchten Kunsthefe, wie 
aus der Zusammenstellung einiger friiher von uns untersuchter Materialien hervor- 
geht (Tab. 3). 


Tab. 3. Biologischer Wert verschiedener Proteine, bezogen auf MilcheiweiB — LOO. 


RENO ee ot ee at os Ss ey SD Aspergillus oryzae... ... 44 
Brauereinihrhefe. . ..... . 84 Bias yate Sc, be, $5) be eo POD 
Strohvorhydrolysat-Hefe . .. . 64 Mastefel . . 2 2. sss 
Buchenholz-Sulfitablaugenhefe. . 34 Penicillium notatum ... . . 60 
Holzzuckerhefen . . . . .... 33 (Riickstande v. d. Penicillinherst.) 
Zuchtchampignon. .... I1,8 


Tab. 4. Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse. 
- 1) MilcheiweiB, 2) ChampignoneiweiB. 
























































Ver- ares sik S nie: 
suchs-| 0, | 0, | | m2] M, | Mz |o-pitt. /Fanto}o Die) yy ay, | Signifi- 
tage | ina 

10 8,49] 5,27} 15 | 17 15,3 | —1,2] 2,47 | 3,27 8,08} 16,5 
20 11,59] 6,07] 15 | 17 32,8 1,9} 3,22 | 3,27 10,53} 30,9 
30 | 11,90} 6,93] 15] 17] 48.9 5,7| 3,40 | 3,27 | 11,12] 43,2 
40 | 11,23] 7,99] 15 | 17 | 64,4 8,3} 3,42 | 3,27 | 11,18] 56,1 
50 | 12,09} 9,07] 15 | 17] 78,7] 10,9] 3,75 | 3,27 | 12,26] 67,8 
60 10,40} 9,53} 15 | 17 86,9] 13,7] 3,52 | 3,27 | 11,51] 73,2 
70 9,72| 10,14] 15 | 17 | 95,9] 15,3] 3,52 | 3.27 | 11.51] 80,6 
80 9,72] 8,78} 15 | 15 | 103,4] 18,3) 3,358 | 3,29 | 11,12] 85.1 
90 8,73] 9,87] 15 | 15 | 106.2] 18,1} 3,40 | 3,29 | 11,19] 88.1 
LOO 7,50] 11,04] 15 | 14 | 112,5] 18,8] 3,49 | 3,30 | 11,52] 93,7 
110 | 10,97] 12,58] 15 | 11 | 121,8] 20,9] 4,64 | 3,34 | 15,50]. 100.9 
120 12,81 | 10,97 | 15 9 | 125,0| 22,8] 5,12 | 3,38 17,31 | 102,2 
1) Champignon ohne Roggen und Weizen, 2) Champignon mit Roggen und Weizen. 
a uv | ar, lecpiee [Faktor|o-Ditf.| ap — yy | Signifi- 
He -| 05 ny |r| MM, M, |o-Diff. | “7, PO MMe] vane 




















10 4,98 | 5,27 | 26] 17 | —6,5 1,2] 1,59 | 3,19 5,07 5,3 
20 5,71 | 6,07 | 25 | 17 | —8,2 1,9} 1,84 | 3,20 5,89 10,1 
30 4,78 | 6,93 | 16 | 17 | —8,5 5,7| 2,08 | 3,26 6,78 14,2 
40 4,73 | 7,99 | 15 | 17 | —9,7 8,3] 2,36 | 3,27 7,72 18,0 oe 
50 7,02 | 9,07 | 10] 17 9,1 10,9} 3,34 | 3,33 | 11,12 20,0 + 
60 9,15 | 9,53 a4 47 12,5] 13.71 5,25 | 3.44 | 18,06 26,2 - 
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Die statistische Auswertung, die wie in unseren friiheren Arbeiten! 
nach Koller erfolgte, ergab, da die Unterschiede zwischen den 
Versuchsergebnissen der MilcheiweiB- und der Champignon-Gruppe zu 
jedem Zeitpunkt, fiir den wir eine derartige Berechnung anstellten, 
signifikant sind (Tab. 4). Das Gleiche gilt fiir die Unterschiede zwi- 
schen Champignon mit und ohne Cerealienzusatz. 


Diskussion und Zusammenfassung 

In Aufzuchtversuchen an jungen Albino-Ratten wurde mit der 
von uns seit mehreren Jahren weiterentwickelten Methodik die 
biologische Qualitit des Champignon-Eiweibes fiir das Wachstum 
als sehr niedrig gefunden, und zwar verglichen mit dem von uns mit 
100 angenommenen MilcheiweiB etwa = 12. (Es lige etwas hoher, 
wenn man die waihrend der Angew6hnungsphase eingetretene Gewichts- 
abnahme der Tiere, die aber spezifisch fiir diese Diat ist, bei der Berech- 
nung weglieBe, nimlich bei 15,0.) Auch dann noch lage es weit unter 
den Werten fiir die biologische KiweiBqualitat niedriger Pilze, wie 
Hefen, Schimmelpilze und mancher Bakterien. 

Da Zucht-Champignons schon wegen ihres hohen Preises als dauernde 
Haupteiweifquelle fiir die menschliche und tierische Ernihrung so gut 
wie nie in Frage kommen, ist diese Feststellung ohne besondere er- 
nahrungspraktische Tragweite und wird der Verwendung dieser Speise- 
pilze, die man wegen ihres hohen Geschmackswertes teuer bezahlt, 
keinen Abtrag tun. 

Andererseits erscheint es paradox, dafs eine noch so sorgfaltig 
gereinigte und in ihrem Geschmack korrigierte (entbitterte) Bierhefe 
trotz ihrer hart an das tierische MilcheiweiB heranriickenden Kiweil- 
Qualitat (84) von fast allen Menschen als Nahrungs- und Genufbmittel, 
jedenfalls als Gericht (vielleicht aus Instinkt!), abgelehnt wird, es set 
denn in Notzeiten. Ahnliches gilt auch fiir die auf verschiedenen Medien 
kiinstlich erzeugten Hefen, wie z. B. die Hefen aus Zellstoffablaugen, 
Holzzuckerlésungen, Vorhydrolysaten, Riiben- und Zuckerrohrmelasse 
usw. Anders verhilt es sich allerdings mit den verschiedenartigen 
Zubereitungen (Hefe-Extrakt, Hefe-Wiirze usw.) von Bierhefen und 
kiinstlich erzeugten Hefen, doch stehen solche Zubereitungen hier nicht 
im Vergleich mit den genuinen Champignonpilzen, die direkt, als solche 
zubereitet, Gerichte von héchster Schmackhaftigkeit geben. 

Wir beabsichtigen, unsere Versuche bei passender Gelegenheit auch 
auf andere marktgingige Waldpilze, wie . Boletus-Arten (Steinpilz. 
Birkenpilz, Maronenrohrling), die Morchella- und Helvella-Arten (Mor- 
cheln, Lorcheln) und die Lactaria-Arten (Bratling) usw. auszudehnen, 
soweit es uns méglich sein wird, die Schwierigkeiten der Material- 
beschaffung zu meistern. 

4 Vgl. H. Fink u. A. Hock, Z. Naturforschg. 2b, 187 [1947]; A. Hock u. 
iH. Finke Z. Naturforschg. 2b, 203 [1947]; H. Fink, Milchwissenschaft 8, 125 

[1948]; H. Fink, I. Schlie u. U. Ruge, diese Z. 292, 251 [1953]. 
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Hervorzuheben ist die ,,Bremswirkung des Cerealien-Zusatzes 
auf das Auftreten des Leberschadens. Ersetzt man in der Diait von 
den 92% Champignon-EiweiB nur 15°, durch Roggen- und Weizen- 
EiweiB in Form von Roggen- und Weizenschrot, so wird eine auBer der 
Fehlergrenze liegende Steigerung der biologischen Qualitét und vor 
allem aber eine deutlich ausgeprigte Verzégerung des Auftretens der 
alimentiiren Lebernekrose erreicht. Diese verhiitende Wirkung erinnert 
in gewisser Hinsicht an den antinekrogenen Effekt, den wir unlangst 
fiir das Bier? nachweisen konnten. Unsere erste Auffassung, daB die 
Stoffe mit leberschiitzender Wirkung im Bier unter den antibiotisch 
wirkenden Hopfen-Bitterstoffen zu suchen sind, miissen wir jetzt, wie 
wir das schon damals diskutiert haben. erweitern, wir miissen sie auch 
unter den Stoffen des Malzes suchen. Die Versuche dieser Verdéffent- 
lichung sprechen dafiir, daB die Leberschaden verhiitende Wirkung 
ebensogut aus dem Malz bzw. aus der Braugerste stammen kann. 

Unsere Versuche deuten darauf hin, daf Wachstumshemmung und 
besonders das Auftreten von Leberschidigungen um so ausgepragter 
werden, je einseitiger die Eiweif-Ernahrung wachsender Tiere ist. 

Wir danken dem Herrn Bundesminister fiir Ernahrung, Land 
wirtschaft und Forsten auch an dieser Stelle fiir die finanzielle Unter- 
stiitzung unserer Arbeiten auf dem Gebiet der Ernaihrungsphysiologie. 


Uber das quantitative Vorkommen von a-Ketoglutarséure im Blut 
bei verschiedenen pathologischen Zustanden 
im Vergleich mit anderen a-Ketosauren und der Citronenséure* 


Von 
K. F. Gey 


Aus der Medizinischen Universitiitsklinik Basel 
(Vorsteher: Prof. Dr. H. Staub) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Oktober 1953) 


Mangels exakter und empfindlicher Bestimmungsmethoden ist 
iiber das quantitative Verhalten der Siuren des Tri-Dicarbonsiure- 
Cyklus (TDZ) im menschlichen Organismus wenig bekannt — mit Aus- 
nahme der Citronensdiure (Ci). Von den Siuren des TDZ besitzt die 
x-Ketoglutarsaure (a-KGS) ein besonderes Interesse ; denn die oxydative 
Decarboxylierung der «-KGS ist die am stiirksten exergonische Reaktion 


* Die Arbeit wurde z. Tl. mit Unterstiitzung der ,,Roche“-Studien- 
Stiftung durchgefiihrt. Der Firma F. Hoffmann-La Roche &Co. A.-G., 
Basel, danke ich auch fiir die Uberlassung von Laboratoriumsmaterial und ins- 
besonders Herrn P. D. Dr. S. Markees fiir seine Hilfsbereitschaft. 
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des TDZ1!. AuBerdem verbindet die «-KGS den TDZ iiber Glutamin- 
siure? mit dem Proteinstoffwechsel? und der Harnstoffbildung?‘. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die «-KGS des menschlichen 
Vollblutes als 2.4-Dinitro-phenylhydrazon papierchromatographisch 
isoliert und kolorimetrisch bestimmt. Es fanden sich z. Tl. erhebliche 
Unterschiede der Blut-x-KGS-Konzentrationen nach Nahrungsauf- 
nahme, beim Fasten sowie bei den folgenden Krankheitsbildern: Leber- 
parenchymschaden. genuiner Epilepsie, Nierenschaden und malignem 
Neoplasma. Die  >ilweise gleichzeitig bestimmte Ci zeigte weniger 
starke Schwankungen. Auf Grund dieses unterschiedlichen Verhaltens 
wird die Frage diskutiert, ob fiir einzelne im Blut vorkommende Glieder 
des TDZ spezielle Regulationsmechanismen vorhanden sein k6nnen. 


Methodik 


a) Quantitativer papierchromatographischer Nachweis der 
4-Ketoglutarsaiure im Vollblut®: 10,0 ccm heparinisiertes Vollblut werden 
5—15 Min. nach Blutentnahme mit 70 ccm dest. Wasser versetzt und mittels 
10-proz. Natriumwolframat-1-n. oma weiriy (je 10 ccm) enteiweiBt (py 2,0 
im enteiweiBten Filtrat). Nach Bildung der 2.4-Dinitro-phenylhydrazone (30 Min. 
Zimmertemp.) vollstandige Extraktion derselben durch mehrere Portionen Athyl- 
acetat, das seinerseits mit 10-proz. Natriumcarbonat extrahiert wird. Diese mit 
HC! auf py 4 gebrachte Lésung wird nochmals mit Athylacetat extrahiert. Ein- 
dampfen des zweiten Athylacetat-Extraktes und Aufnehmen des Riickstandes in 
1,5 cem Athylacetat. Hiervon 1laBt man 1,0 cem aus einer Pipette fortlaufend auf 
Filterpapier aufflieBen (Whatman Nr.1). Ein von der Seite blasender Féhn 
beschrankt die GréBe des Startfleckes und die AusfluBzeit auf 15—20 Min. Ver- 
teilungschromatographie im System n-Butanol/3-proz. Ammoniak (aufsteigend 
12—14 Stdn.). Der «-KGS-Fleck (Rr-Wert siche Tab. 1) wird aus dem getrock- 
neten Papier ausgeschnitten (Gesamtfliche 6,25 cm?) und mit 10-proz. Natrium- 
carbonatlésung eluiert (2 Stdn. bei 40°C). Kolorimetrie eines aliquoten Teiles 
der abgekiihlten Eluierungsflissigkeit (Mikronutsche) bei 420 mu mit Lumetron- 
Kolorimeter Nr. 402K 3 Min. nach Alkalisierung (0,4-n. NaOH). Die Ablesung 
erfolgt gegen das Eluat eines gleich groBen Stiickes Filterpapier, das zwischen 


1R. Cross, J. V. Taggart, G.A.Covo u. D.E.Green, J. biol. 
Chemistry 17. 655 [1949]: E. Hunter u. W. 8. Hixon, J. biol. Chemistry 181, 
67 [1949]; N. O. Kaplan in J. B. Sumner u. K. Myrback, The Enzymes, IT, 1. 
S. $2 (New York 1951); 8S. Ochoa, J. biol. Chemistry 155, 87 [1944]. 

2 E. Adler, Ark. Chem., Mineralog. Geol., Ser. B 12, Nr. 42 [1938], Chem. 
Abstr. 32, 5423 [1938]; E. Adler, N. B. Das u. H. v. Euler, Ark. Chem., Mine- 
ralog. Geol. Ser. B12, Nr. 40 [1937], Chem. Abstr. 32, 2966 [1938]; A. FE. Braun- 
stein u. M.G. Kritzmann,. Biokhimiya 2, 859 [1937], Chem. Abstr. 32, 2548 
[1938]; P. P. Cohen u. M. Hayans, J. biol. Chemistry 166, 251 [1946]; I. G. 
Dewan, Biochem. J. 82. 1378 [1938]; H. A. Krebs, L. V. Eggleston u. R. 
Hems, Biochem. J. 48, 406 [1948]. 

3 P.S.Cammarata u. P. P.Cohen, J. biol. 7 hemistry 187, 439 [1950]; 
P,P. Cohen. J. biol. Chemistry 1386, 565 Pens Zamecnik, R. B. Loft- 
field, L.M. Stephenson u. J. M. Steele, Cancer. Res. 11, 592 [1951]. 

4H. A. Krebs u.a.. |. ¢.2; S. Ratner u. A. Pappas, J. biol. Chemistry 
179, 1199 [1949]; S. Grisolia, R. H. Burris u. P. P. Cohen, J. biolz Chemistry 
191, 203 [1951]. 

5 Modifiziert nach D.Cavallini, N.Frontali u. G. Toschi, Nature 
London] 168, 568; 164. 792 [1949]. 


Hoppe-Sevlers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 294 9 











130 K. F. Gey, Bd. 294 (1953) 








Rr = 0,16 und 0,20 ausgeschnitten wurde, da nicht identifizierte braunliche 
Substanzen zum gréBten Teil am Startpunkt sitzen bleiben, aber z. Tl. auch 
nach oben schlieren. Parallelbestimmungen des gleichen Blutes schwanken bis 
+10°,. Vom Auftragen der 2.4-Dinitro-phenylhydrazone auf das Filterpapier 
bis zur Kolorimetrie fanden sich Fehler bis zu +-7°,. 

b) Weitere «-Ketosaéuren des Vollblutes, qualitativer Nachweis: 
Bei dem unter a) geschilderten Arbeitsgang entstehen auf dem Papierchromato- 
gramm neben dem Fleck des «-KGS-2.4-Dinitro-phenylhydrazons noch einig: 
andere Flecke, und zwar in der in Tab.1 mit rémischen Ziffern bezeichneten 
Reihenfolge. Von diesen Substanzen sind die beiden Flecken der Brenztrauben- 
siure die wichtigsten, quantitativ tiberwiegen sie alle anderen®. Die tibrigen 
Fiecke wurden nicht identifiziert, sondern nur mit den Ry-Werten praparativ 


Tab. 1. Rg-Werte der 2.4-Dinitro-phenylhydrazone (n-Butanol/3-proz. Ammoniak). 








Substanzen aus 10 cem 
menschlichem Blut 





Reinsubstanzen Rr veneer 
bis zur Rr 
Lésungs- 
mittelfont 
Oxalbernsteinsaure . 0,0 0 0,0 (-—0,6 ) a) 
«-Ketoglutarsiure (0,045—) 0,078 (—0,11) I (0,040 —) 0,078 (—0,114) 
Oxalessigsaure . (0,090—) 0,13 (—0,16) II (0,118—) 0,151 (—0,154) b 
Glyoxylsiure A* .. . | (0,20 —)0,27 (—0,29) LIT (0,206 —) 0,295 (—0,32 ) 
Glyoxylsiure B* . . - | (0,389 —)0,48 (—0,53) V 0,44 (—0,49 ) b) 
Brenztraubenséure A* | (0,29 —) 0,36 (—0,47) IV (0,29 —) 0,36 (—0,48 ) 
Brenztraubensaiure B* | (0,42 —)0,57 (—0,68) VI (0,42 —-) 0,57 (—0,68 ) 
Vil (0,54 —) 0,66 (—0,67 ) d) 
Acetessigsiure A* (0,389 —) 0,43 (—0,49) ¢) 
Acetessigsiure B* (0,50 —) 0,58 (--0,70) 
Phenylbrenztrauben- 
siure A* . . . | (0,62 —) 0,68 (—v,70) Vill (0,65 —) 0,76 (0,80 ) 
Phenylbrenztrauben- 
siure B*. ‘ (0,76 —) 0,81 (—0,83) 1X (0,79 —)0,85 (0,91 ) d 
Aceton ral 2 (0,85 —) 0,93 (—0,95) 
2.4-Dinitro-phenyl- 
hydrazin . : (0,86 —) 0,93 (—0,95) X (0,91 —) 0,93 (—0,95 ) ¢ 

















* Wahrscheinlich tautomere Verbindungen, deren Gleichgewicht zugunsten de1 
besser wasserléslichen Formen A liegt®. Die Tautomerie wird aus verschieden- 
artiger Reaktionsfaihigkeit vermutet: Form A des Brenztraubensiure-D wird 
durch KMnO, decarboxyliert’, B nicht; A koppelt zu einem Methylformacyl', 
B nicht. 

a) Art der braunlichen Verbindung unbekannt; Spuren auch bei hdheren Rp- 

Werten. 

Nur gelegentlich. 

Acetessigsaure bildet bei Zimmertemperatur in saurem Milieu nur zum kleinsten 

Teil ein 2.4-Dinitro-phenylhydrazon. Dieser Anteil wird beim genannten 

Arbeitsgang zu Aceton-2.4-dinitro-phenylhydrazon decarboxyliert. 

Diese Verbindungen zeigen auf dem feuchten Bogen, d. h. noch in Gegenwart 

von Ammoniak, eine dunkelrotbraune Farbe, die beim Trocknen des Bogens 

abblaBt, so daB diese Flecken schlieBlich ebenso gelb sind wie die anderen. 


6 S. Markees u. F. Gey, Helv. physiol. pharmacol. Acta 11, 49 [1953]. 
7 D.Shemin u. J. Wittenberg, J. biol. Chemistry 192, 315 [1951]. 
8 G. Leonhardi, I. v.Glasenapp u. K. Felix, diese Z. 286, 28 [1950]. 
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gewonnener 2.4-Dinitro-phenylhydrazone unter gleichen Bedingungen verglichen: 
Mittelwerte der Tab. 1. In Klammern stehen in Tab. 1 die Schwankungen der 
ky-Werte, die einerseits durch wechselnde Mengen der 2.4-Dinitro-phenylhydrazone 
hedingt sein kénnen, andererseits durch die unvermeidlichen Anderungen des 
Sattigungsgrades von Butanol mit Ammoniak. 

Die Quantitat der Brenztraubensiure (BTS) war im Rahmen dieser Arbeit 
von geringem Interesse. Sie wurde daher nur durch Vergleich mit Flecken be- 
kannter Konzentrationen grob geschatzt: mit -+- werden physiologische oder wenig 
erhéhte Konzentrationen bezeichnet, mit +--+ deutliche Steigerungen von sicher 
mehr als 1 mg®%, mit ++-+ Werte von sicher mehr als 2 mg. 

Bei der als Fleck III hervortretenden Substanz wird — als physiologisch, 

als vermehrt bezeichnet. 

c) Quantitativer Nachweis der Citronensaure im Vollblut: 5,0 ccm 
heparinisiertes Vollblut wird mit 10-proz. Trichloressigsiure enteiweiBt, die Ci 
zu Pentabromaceton umgesetzt und mittels Thioharnstoffs in Boraxpuffer kolori- 
metrisch nachgewiesen®. Parallelwerte schwanken um —+- 5°,. 


Versuche 


Es wurden 132 Personen untersucht, hierunter 12 klinisch gesunde Erwachsene, 
14 Patienten mit Leberparenchymschaden verschiedenen Grades, 4 mit genuiner 
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Kpilepsie, 8 mit chronischen Nierenkrankheiten, 5 mit Herzinsuffizienz, 13 mit 
malignem Neoplasma und 9 mit Diabetes mellitus. Die Resultate sind in den 
Tab. 2—6 aufgefiihrt. Abb. 1 gibt einen Uberblick iiber die Mittelwerte. Keine 
Verinderung der «-KGS-Konzentration fand sich bei entziindlichen Prozessen 
(atypische Pneumonien, Pleuritiden, Cysto-Pyelitis usw.), Magen-Darmulcera, 
Thrombophlebitiden, verschiedenen rheumatischen Prozessen u. a. 

Alle Blutentnahmen erfolgten niichtern zwischen 7.15 und 8.00 Uhr bei 
Bettruhe. So wurden Verinderungen durch SpeisegenuB!® und kérperliche Be- 
wegung!! vermieden. 


® K. F. Gey, Int. Z. Vitaminforsch. 25, 21 [1953]. 

10 J. Lehmann, Nordisk. Med. 25, 572 [1945]; C. Wallman-Carlsson, 
Acta physiol. scand. 14, 208 [1947]. 

1 J. G. Agrell, Acta physiol. scand. 12, 372 [1946]. 
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Von den aufgefiihrten Patienten hatte keiner zusatzlich eine Krankheit mi: 
bekanntem EinfluB auf den Ci-Stoffwechsel: M. Basedow!*, Ostitis cystica fibrosa 
Recklinghausen!%, M. Addison und Hypadrenie™, chronische Polyarthritis! - 
und kein Patient hatté vor der Blutentnahme Adrenalin!*, Sexualhormone"’, 
Salicylsiure’® oder Guanidinderivate!® erhalten. 

Alle Resultate sind auf einen Hamatokritwert von 45° korrigiert. Diese 
Umrechnung erfolgte unter der Annahme, daf der Ci- und «-KGS-Gehalt der 
Krythrocyten relativ klein ist?°. 


A. Physiologische Schwankungen der a-Ketoglutarsiure im Vollblut 


Bei Gesunden liegt der a-KGS-Gehalt des Blutes zwischen 50 und 110 y°®, 
(Mittel 86 y’,). Die parallel bestimmte Ci erreicht im Vollblut einen Durchschnitt 
von 1,16 mg’, + 22’. Der Quotient «-KGS/Ci (in Mol) betragt durchschnittlich 
1: 9,3 (+ 14°,). (Durch den Fehlerbereich der Methoden sind nur Veranderungen 
dieses Quotienten von iiber 1: 10,4 und unter 1: 8,0 signifikant.) 

%-KGS-Konzentration bei Laivulose-Belastung: LKinem_ klinisch 
vesunden, 26-jahrigen Mann wurde intravenés 0,35 g Livulose/kg Kérpergewicht 
verabreicht: die «-KGS-Konzentration stieg fiir kurze Zeit um 10°, an. (Diese 
Vermehrung liegt jedoch noch im Fehlerbereich der Methode.) Die BTS zeigte 
hierbei den bekannten starken Anstieg?!. Beim Hund* zeigte sich aber unter 
extremeren Versuchsbedingungen (1,5 g Glucose und 1,5 g Livulose/kg Kérper 
gewicht im Abstand von 2 Stdn.) ein Anstieg der a-KGS und Ci um 20%. 

Der EinfluB der Nahrungsaufnahme wurde bei mehreren stoffwechsel- 
gesunden Personen verschiedenen Alters und Geschlechtes gepriift. 1—3 Stdn. 
nach dem Mittagessen fand sich eine Vermehrung der «-KGS bis zu 140 y°.. 
Eindeutige Beziehungen zum Zeitpunkt nach Nahrungsaufnahme und Art de: 
Speisen waren nicht zu erkennen. 

Die Wirkung des Hungers auf die «-KGS-Konzentration im Blut wurde 
bei zwei klinisch stoffwechselgesunden Mannern gepriift. Wahrend der 10-stdg. 
Fastenzeit sank die «-KGS-Konzentration bei der ruhenden Versuchsperson von 
etwa 70 auf 45 y°,, bei der anderen, die leichte kérperliche Arbeit leistete, von 
etwa 100 auf 60 y°, ab. Wahrend die BTS-Konzentration bei diesem Versuch 
noch stirker als diejenige der «-KGS (von etwa 0,5 auf etwa 0,2 mg, bzw. 
von etwa 0,65 auf etwa 9,25 mg’,) absank, anderten die iibrigen Flecke ihre 
Intensitaét nicht auffallig. -- Bei drei weiteren gesunden Versuchspersonen wurden 
nach 5 -6-stdg. Fasten folgende «-KGS-Konzentrationen gefunden: 57, 48 und 
39 y°,, also gegeniiber der Durchschnittskonzentration eindeutig verminderte 
Werte. 

2 T. Thunberg, Acta pathol. scand. 16, 535 [1933]. 

iS N. Alwall, Acta med. scand. 116, 337 [1944]; 122, 448 [1945]; N. Alwall 
u. lL. Nilsby, Acta med. scand. 116, 132 [1944]: 8S. Freeman u. T. 8. Chang. 
Amer. J. Physiol. 160, 335, 341 [1950]. 

it J. Martensson, Acta med. scand. 134, 61 [1949]. 

1 OQ. Lovgren, Acta med. scand., Suppl. 168, 150 [1945]. 

16 K. Schreier, Z. Kinderheilkunde 66, 4385 [1949]; J. B. Wexler, J. B. 
Pincus, 8S. Natelson u. J. K. Lugovoy, J. clin. Invest. 28, 474 [1949]. 

7 K. Shorr, A.R. Bernheim u. H. Taussky, Science [New York] 95. 
606 [1942]. 

48 N. Alwall, Skand. Arch. Physiol. 80, 27 [1938]. 

19 J, Martensson, Acta pharmacol, toxicol. 7, 347 [1951]. 

20 R. Gathe u. K.K.Nygaard, Skand. Arch. Physiol. 88, 199 [1940]; 
J.Martensson, Acta physiol. scand. 1, Suppl. 21, 1940; R.Nordbé u. B. 
Scherstén, Skand. Arch. Physiol. 68, 124 [1932]. 

*1 A. Pletscher, H. Fahrlainder u. H. Staub, Helv. physiol. pharmacol. 
Acta 9, 46 [1951]. 

* Gemeinsamer Versuch mit P. D. Dr. A. Pletscher (unveréffentlicht). 
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B. Verhalten der x-KGS, der BTS und der Ci bei verschiedenen 
Krankheitsbildern 


1. Leberparenchymschaden: Bei mittelschwerer und schwerer Hepatitis 
epidemica kénnen sowohl «-KGS als auch Ci im Vollblut bis iiber 100°, vermehrt 
sein, bei Leberdystrophie und -Cirrhosen sogar bis iiber 200”,, (Tab. 2). Im Dureh- 
schnitt hatte diese Gruppe einen x-KGS/Ci-Quotienten von 1:6,5 mit einer 
mittleren Abweichung von +-2,02. Diese Erniedrigung des Quotienten gegeniiber 
der Kontrollgruppe 1: 9.3 (mit mittlerer Abweichung von + 1,14) ist signifikant 
(p 0,01; Berechnung nach Linder?*), 

Die BTS war gleichzeitig meistens vermehrt. Der Fleck II nahm gleich- 
falls an Intensitat zu; er scheint zu keiner der anderen Sauren in festemVerhaltnis 
zu stehen. Vielleicht hat die zugrunde liegende Keto-Verbindung Beziehungen 
zum Zuckerstoffwechsel, da der Fleck IL] auch bei der obengenannten Lavulose- 
Belastung starker hervortrat. 

2. Genuine Epilepsie*: Von 4 genuinen Epileptikern wiesen zwei eine 
starke, einer eine maBige Vermehrung der «%-KGS-Konzentration auf (Tab. 3). 
Der «-KGS/Ci-Quotient betrug durchschnittlich 1: 6.4. Die Abweichung vom 
physiologischen Quotienten ist signifikant. 


Tab. 3. Genuine Epileptiker. 











r 1e- x-KGS 4 |«-KGS , | 
— Alter bo Klinische Diagnose | BTS | * ”, ae? Ci (Mol.) 
94 20 . |Genuine Epilepsie mit 
Friihdemenz. . . . 174 1,20 1: 4,7 
92 50 Genuine Epilepsie mit 
Friihdemenz. . . . 120 1,35 1: 7,6 
96 35 >  |Genuine Epilepsie . . 8O 0,81 1:6,8 
84 49 > |Genuine Epilepsie 
(Erregungszustand). |-+--+ 220 —- 


























Kin Anhaltspunkt fiir einen Leberschaden war nicht vorhanden und wurde 
beim letzten Patienten (Prot. Nr. 84) durch verschiedene Laborproben aus- 
geschlossen. 

Die Vermehrung der Blut-z-KGS bei Epilepsie steht im Gegensatz zu den 
Werten bei anderen Geisteskrankheiten: 4 Patienten mit Schizophrenie und 
1 Patient mit organischer Demenz zeigten weder auffillige noch regelmabige 
Abweichungen der Blut-%-KGS und -Ci von der Norm. 

3. Chronische Nierenkrankheiten: Diese Patienten wurden in Tab. 4 
in zwei Gruppen getrennt: unten finden sich Nierenkranke mit gleichzeitigem 
leichtem Leberschaden, oben ohne einen solchen. Auch bei schweren sklerotischen 
Schrumpfnieren lag die «-KGS-Konzentration im physiologischen Bereich oder 
darunter. Ein Einflu&8 des Leberschadens auf die «-KGS-Werte war nicht zu 
erkennen. Die Ci-Konzentration lag bei Fallen ohne Leberschaden im physio- 
logischen Bereich, bei gleichzeitigem Leberschaden war sie erhéht. Nach Leber- 
funktionspriifungen war in der unteren Gruppe nur ein leichter Leberschaden 
vorhanden, der ohne Nierenerkrankung wahrscheinlich nicht zur Hypercitraemic 
gefiihrt hatte. 

Die BTS zeigte keine eindeutigen Verhaltnisse, die Flecken IIT und IIL ge- 
legentlich Vermehrungen der Farbintensitat. 





22 A. Linder, Statist. Methoden, 8.140 (Basel 1945). 

* Fast alle Geisteskranken waren in der Psychiatrischen Univ.-Klinik Basel 
(Friedmatt) hospitalisiert. Herrn Prof. Dr. J. E. Staehelin danke ich fiir seine 
Unterstiitzung. 
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Herzinsuffizienz. 


5. 


Tab. 


Klinische Diagnose 


bzw. autoptischer Befund 
the. li.; (Status nach Nephrektomie 


1) See ee 
(Re.-u.) Li.-Insuffizienz . 


physem), Halsfistel 
Dekomp. Hypertonie . 


Insuffizienz . .. 2... 2... 
Hinterwandinfarkt vor 2 Tagen; Nieren- 


Li.-Insuff. (Chron. Bronchitis, Em- 
Myocardschaden, vorwiegend Links- 





7 
71 
42 


Alter 





schl. 


Ge- 





38 
37 
105 


Prot. 
Nr. 
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4. Herzinsuffizienz: Kine Verminde- 
rung der «-KGS-Konzentration war nur bei 2 
von 5 Patienten feststellbar; bei den iibrigen 
lag sieim physiologischen Schwankungsbereich. 
Die Ci-Konzentration war teils vermindert, 
teils im Bereich der Norm (Tab. 5). 

Alle Herzpatienten befanden sich in de- 
kompensiertem Zustand. Kranke mit nach- 
weisbarem Leberschaden wiesen erwartungs- 
gemaB eine Erhéhung der «-KGS-Konzentra- 
tion auf; sie wurden nicht in Tab. 5 auf- 
genommen. 

5. Malignes Neoplasma: Bei 11 Tumor- 
patienten ohne groben Leberschaden (Tab. 6, 
oberer Teil) lag die «-KGS-Konzentration 
fast immer unter dem physiologischen Durch- 
schnittswert, zweimal sogar unter dem phy- 
siologischen Schwankungsbereich. Die Ci- 
Konzentration hingegen war meist normal. 
Hierdurch wurde der «-KGS/Ci-Quotient im 
Durchschnitt erhéht (1: 10,9; mittl. Abwei- 
chung +- 1,86). Die Erhdhung des Verhalt- 
nisses ist noch knapp signifikant (p < 0,05). — 
Eine «-KGS-Vermehrung trat nur bei gleich- 
zeitiger _Parenchymschadigung der Leber auf; 
soleche Patienten sind im unteren Teil der 
Tab. 6 aufgefiihrt. 

Der Fleck III zeigte gelegentliche Ver- 
mehrungen. Bei zwei Patienten trat der 
Fleck V starker hervor, der ebenfalls nicht 
identifiziert ist. Er konnte bei keinem an- 
deren Krankheitsbild in gleicher Intensitat 
beobachtet werden. 

6. Diabetes mellitus: Hier wechselten 
die Befunde stark: eine 60-jahrige Frau mit 
Praecoma diabeticum (Alkali-Reserve 21 Vol.%, 
CO,) hatte z. B. bei 1,10 mg®/, Ci eine x-KGS- 
Konzentration von 46 y%.. Eine andere, 52- 
jahrige Diabetikerin mit 82 Vol.% CO, hatte 
eine leicht erhéhte «-KGS-Konzentration, 
namlich 122 y°,, bei normalem Ci-Wert. Ein 
juveniler Diabetiker hatte bei annahernd nor- 
maler BTS-Konzentration eine geringe Ver- 
mehrung der «-KGS (127 y°,), am_ iiber- 
nachsten Tag jedoch bei dreifach erhdhter 
BTS normale «-KGS-Werte, was an gewisse 
Tierversuche erinnert?°. 

Bei einem leichten, im 5. Lebensjahrzehnt 
aufgetretenen Diabetes eines Mannes wurde 
die «-KGS-Konzentration vor Beginn der 
Insulin-Behandlung und nach vollstandiger 
Einstellung verglichen: sie lag zu beiden Zeit- 
punkten im physiologischen Schwankungs- 
bereich. 


23S. Markees, Helv. physiol. pharma- 
col. Acta 9, C30 [1950]. 





Malignes Neoplasma. 


Tab. 6. 
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Sine eindeutige Beziehung zum Blutzucker oder zur Acetonurie oder Insulin- 
dosis war nicht ersichtlich. — Die BTS-Konzentration war meistens annaihernd 
normal, — Von den tbrigen 2.4-Dinitrophenylhydrazon-Flecken trat im Papier- 
chromatogramm manchmal der Fleck III verstarkt hervor. 


Diskussion 


Die Befunde zeigen, daB der a-KGS-Gehalt im Blut von Normal- 
personen zwischen 50 und 110°, schwankt und im Mittel 86 y°, 
betrigt. Diese Konzentrationen liegen niedriger als die mit anderen 
papierchromatographischen Methoden ermittelten (210 y%°; 160 y%?!; 
146 »°,*5). Die Differenz konnte mehrere Griinde haben: 1. verschiedene 
Reagenzien bei EnteiweiBung oder 2. Interferenz von nicht identi- 
fizierten, auf Filterpapier briunlich erscheinenden Substanzen, die wir 
auszuschalten versuchten oder 3. Niichternwerte bei den vorliegenden 
Bestimmungen. — Der Durchschnittswert fiir Ci (1,16 mg°®, im Voll- 
blut) und der als physiologisch angesehene Schwankungsbereich (+- 22°,,) 
stimmt mit den Werten anderer Autoren!® *° jiberein. 

Aus den Versuchen ergibt sich folgendes iiber die Regulation der 
Blut-x-KGS: 

1. Nach gemischten Mahlzeiten steigt die x-KGS-Konzentration 
gelegentlich an: ebenso ist bei Laivulosebelastung mit einer gering- 
gradigen Vermehrung zu rechnen. Damit wiirde sich x-KGS ahnlich 
wie Ci verhalten; diese soll gema der Literatur?®* nach Fructose-Zufuhr 
und nach gemischten, aber Ci-armen Mahlzeiten!® im Blut ansteigen. 
Auch bei den Niichternwerten der Normalpersonen ist ein gleichsinniges 
Verhalten von a-KGS und Ci des Blutes wegen der relativen Konstanz 
des Quotienten a-KGS/Ci anzunehmen. Die Befunde bei Fructose- 
und Speisezufuhr sowie die Niichternwerte scheinen also mit der der- 
zeitigen Ansicht iibereinzustimmen, dai bei Vermehrung eines Gliedes 
des TDZ auch die Quantitat der anderen Glieder im Organismus zu- 
nimmt?’, 

2. Im Hunger findet sich im Blut eine Abnahme der «-KGS- 
Konzentration. Aus technischen Griinden konnte zwar in den mit- 
geteilten Hunger-Versuchen die Ci nicht gleichzeitig bestimmt werden; 

24M. F.S. El Hawary u. R.H. 8S. Thompson, Biochem. J.58, 340 [1953]. 

°5 D. Seligson u. B. Shapiro, Analytic. Chem. 24, 754 [1952]; E. Ku- 
lonen, E. Carpén, T. Ruokolainen, Scand. J. clin. & Lab. Invest. 4, 189 
[1952], Chem. Abstr. 47, 1766 [1953]. 

*6 A.C. Kuyper u. H.A.Mattill, J. biol. Chemistry 108, 51 [1933]; 
S. Natelson, J. B. Pincus u. J. K. Lugovoy, J. clin. Invest. 27, 446 [1948]; 
P.M. Sjéstrém, Acta chir. scand. 79, Suppl. 49 [1937] u. andere. 

“64 M. Miller, W. R. Drucker, J. KE. Owens u. J. W. Craig, J. clin. 
Invest. 31, 115 [1952]. 

27 H. A. Krebs, E. Salvin u. W. A. Johnson, Biochem. J. 82, 113 [1938]; 
H. A. Krebs, Advances in Enzymok 8, 191 [1943]; Amer. Rev. Biochem. 19, 417 
[1949]; F. E. Krusius, Acta physiol. scand. 2, Suppl. 3, 1940; P. E. Simola, 
XVI. Int. Physiol.-KongreB, Ziirich [1938]; Skand. Arch. Physiol. 80, 375 [1938]: 
Orten u. Smith, 1. ¢.31. 
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es scheint aber trotzdem erlaubt, die Abnahme der ~«-KGS beim Hungern 
der in der Literatur beschriebenen Zunahme der Ci gegeniiberzustellen ; 
denn der mehrfach festgestellte Anstieg der Ci im Hungerzustand steht 
unzweifelhaft fest?® °°. — Wegen des gegensitzlichen Verhaltens von 
Blut-x-KGS und -Ci im Hunger ist aber denkbar, daB fiir die Blut- 
konzentration dieser beiden TDZ-Glieder getrennte physiologische 
Regulationsmechanismen bestehen. 

3. Bei schwerem Leberparenchymschaden steigt die oa-KGS- 
Konzentration des Blutes und die der Ci an (Tab. 2). Da diese Hyper- 
citrimie?® aber durch eine sekundare Nierenschidigung verursacht sein 
soll, ist vorerst das gleiche auch fiir die Vermehrung der a-KGS zu 
vermuten. Nach Vergleichen des folgenden Abschnittes ist dies jedoch 
wenig wahrscheinlich. 

4. Bei Nierenkrankheiten sind Ci- und «-KGS-Werte im Blut 
nicht erhéht (Tab. 4, oberer Teil). Nach der Literatur®® war das fiir Ci 
zu erwarten. Es entspricht auBerdem den Vorstellungen tiber die 
physiologische Regulation der Ci? 3° 31; die aus der Nahrung und den 
Muskeln und vielleicht zu einem geringen Teil aus Nebennieren, Testikel, 
Hirn, Thymus, Lunge und anderen Organen stammende Ci soll physio- 
logischerweise vorwiegend durch die Niere eliminiert werden. Die Leber 
soll nur bei Ausfall der Nierenfunktion wesentliche Ci-Mengen elimi- 
nieren; aber nur eine gesunde Leber soll noch einen physiologischen 
Ci-Wert im Blut gewihrleisten k6nnen. Diesen Vorstellungen entspricht 
gleichfalls die oben mitgeteilte Hypercitrimie bei Nierenkranken mit 
sleichzeitigem maBigem Leberschaden (Tab. 4, unterer Teil). Da diese 
Patienten aber keine ~-KGS-Vermehrung aufwiesen und da anderer- 
seits bei schwerem Leberparenchymschaden die x-KGS-Konzentration 
des Blutes stirker erhéht war als die der Ci, ergibt sich folgende Frage: 
Eliminiert die Leber besonders viel oder vorzugsweise x-KGS aus dem 
Blut ? Oder allgemeiner: Laufen in der Leber solche TDZ-Reaktionen 
vorzugsweise ab, an denen «-KGS beteiligt ist, in der Niere aber eine 
solche mit Beteiligung der Ci? 

Fermentbestimmungen an Nagetierorganen scheinen dies nicht zu 
bestétigen; denn in der Niere findet sich zwar eine héhere Isocitronen- 
siure-Dehydrogenase- und Aconitase-Aktivitiat als in der Leber**, aber 








*8 K. Lundbaek, V. Petersen u. F. Schénheyder, J. clin. Invest. 29, 
36L [1950]; Natelson u.a., 1. ¢.26; Wallman-Carlsson, I. ¢.!% 

29 J. Martensson, Skand. Arch. Physiol. 80, 303 [1938]; Sjéstrém, 1. ¢.26 
_ 3° W.M. Boothby u. M. Adams, Amer. J. Physiol. 107, 471 [1934]; O. 
Ostberg, Skand. Arch. Physiol. 62, 81 [1931]; Z. ges. exp. Med. 94, 442 [1934]. 

31 J. M. Ortenu. A. H. Smith, J. biol. Chemistry 117, 555 [1937]; XVI. Int. 
Physiol.-KongreB, Ziirich 1938; O. M. Stoppani, Arch. sci. physiol. 1, 111 [1947]; 
Freeman u. Chang, |. c.43; Martensson, I. c.2%29; Sjéstrém, l.¢.26; Wexler 
u.a., 1.¢.16; Alwall u. Nilsby, 1. c.33. 

32 W. A. Johnson, Biochem. J. 33, 1046 [1933]; Ch. E. Wenner, M.A. 
Spirtes u. 8S. Weinhouse, J. Amer. chem. Soc. 72, 4332 [1950]; Cancer Res. 
12, 44 [1952]. 
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auch die x-KGS-Oxydase-Aktivitat der Niere iibertrifft die der Leber™. 
Die Ergebnisse der Fluoracetat-Vergiftung hingegen kénnen als Be- 
jahung der genannten Frage interpretiert werden; denn dabei ist div 
Ci-Kumulation in den Nieren mindestens fiinfmal héher als in der 
Leber*4. 

5. Die Tendenz zur «-KGS-Verminderung im Blut von Tumor- 
trigern laBt sich z. Zt. nicht erkliéren. Denn im Tumor selbst sollen 


die Reaktionen des TDZ qualitativ und wahrscheinlich auch quantitativ 
wie in normalem Gewebe ablaufen*®. Da aber in Tumoren der Ratte 
ein erhéhter «-KGS-Gehalt bei gleichzeitig niedriger Oxalessigsiure- ( 
Konzentration beschrieben wurde ** und da im Blute von Tumortragern 
tlutaminsiure®’ vermehrt ist, sind Verainderungen in den _,,Seiten- 
reaktionen* des TDZ méglich. Von diesen sind méglicherweise die 


Transaminierungen® abnorm, nicht aber der Aminoséureeinbau in 
Peptide®®. Nach anderen Untersuchungen’? wird parenteral zugeftihrte« 
Ci von Tumorpatienten beschleunigt verwertet. Eine ebenfalls be- 
schleunigte Verwertung zeigten aber auch Patienten mit akuten Infekten. 
Somit kénnte die Abbau-Beschleunigung der Ci — und vielleicht auch 
die Verminderung der «-KGS im Blut — ein Ausdruck des gesteigerten 
Energiebediirfnisses sein. Das analoge Verhalten der Blut-x-KGS bei 
Hungern und bei Tumorpatienten laBt an ein Mitwirken der Tumor- 
kachexie denken. 

6. In vivo beeinflussen sicher nicht nur Ernahrungsfaktoren, 





sondern auch Hormone den TDZ*. Nach Untersuchungen in vitro k 
scheint z. B. auch Insulin einen EinfluB zu haben*; die wenigen unter- I 
suchten Diabetiker zeigten keine eindeutigen Resultate. I 

u 


7. Die bei Epileptikern gefundene «-KGS-Vermehrung bei normalen 
Ci-Werten zu deuten, ware voreilig ; denn die Beziehungen der ~-KGS zur 
Glutaminsiure im Gehirn* bediirfen noch einiger Klaérung, ebenso wie 4 





33 W. W. Ackermann, J. biol. Chemistry 184, 557 [1950]; Wenner u.a., 
1. ¢.32, 

34 P, Buffa u. R. A. Peters, J. Physiol. 110, 488 [1949]; A. Lindenbaum, 
M. R. White u. J. Schubert, J. biol. Chemistry 190, 585 [1951]; R. van Potter 
u. H. Busch, Cancer Res. 10, 236 [1950]. 

35 §. Weinhouse, R.H. Millington u. Ch. E. Wenner, Cancer Res, 11, 
845 [1951]; Wenner u.a., 1. c.3?, 

36 G. A. Le Page, Cancer Res. 10, 393 [1950]. 

37 J. R. Beaton, I. McCanity u. E.W. McHenry, Canad. med. Assoc. J. 
65, 219 [1951]; J.M. White, J.R. Beaton u. E.W.McHenry, J. Lab. clin. 
Med. 40, 703 [1952]. 

38 A. E. Braunstein u. R.M. Azarkh, Nature [London] 144, 669 [1939]. 

39 Zamecnik u.a., |. ¢.3. 

10 G. Kahle, Klin. Wschr. 27, 28 [1949]. 

41 R. van Potter, Cancer Res. 11, 565 [1951]. 

'2 G.R. Bartlett, A.N. Wick u. E.M. MacKay. J. biol. Chemistry 178, 
1003 [1949]; E.S.Goranson u. S.D.Erulkar, Arch. Biochemistry 24, 40 
[1949]; C. A. Villee u. A. B. Hastings, J. biol. Chemistry 181, 131 [1949]. 
'8-H. Weil-Malherbe, Physiol. Rev. 30, 549 [1950]. 
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der Antagonismus zwischen TDZ- und Zuckerstoffwechsel, der im 
Nervengewebe die Cholin-Acetylierung quantitativ beeinflussen kann”. 


Zusammenfassung 


1. Die molare Konzentration der «-KGS im Blut ist physivlogischer- 
weise rund eine Zehnerpotenz kleiner als die Ci-Konzentration. 

2. Die physiologische Regulation der Blut-x-KGS und -Ci erfolgt 
méglicherweise nicht immer parallel. 

3. Mittelschwerer und schwerer Leberparenchymschaden vermehrt 
die Ci und «-KGS des Blutes, «-KGS stirker als Ci. 

4. Bei Nierenschaden und gleichzeitiger Leberschédigung war im 
Blut nur Ci vermehrt, «-KGS nicht. Da die Hypercitrimie dieser 
Patienten den physiologischen Vorstellungen entspricht, ergibt sich 
die Frage, ob die Leber eine bevorzugte Stellung bei der Eliminierung 
der x-KGS aus dem Blut hat. 

5. Patienten mit malignem Neoplasma wiesen eine Verminderungs- 
tendenz der Blut-x-KGS bei normalen Ci-Werten auf. 

6. Einige Bestimmungen bei Diabetikern zeigten wechselnde Ver- 
hiltnisse der Blut-ax-KGS. 

7. Genuine Epileptiker zeigten bei normalen Blut-Ci-Werten 
\-KGS-Vermehrung. 

8. Im enteiweiften Blutfiltrat entstand fast immer neben den 
bisher bekannten Carboxyl-2.4-dinitro phenylhydrazonen ein weiteres 
Hydrazon, das bei Leberschaden vermehrt auftrat. Es wurde nicht 
identifiziert. Bei zwei Tumorpatienten fand sich auBerdem ein weiteres 
unbekanntes Hydrazon in geringer Menge. 


44H. Harris, E.M.Trautner u. M. Messer, Ncience [New York] 168. 


14 [1951]. 
 W.Feldberg, Physiol. Rev. 25, 596 [1945]. 
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Papierelektrophoretische Untersuchung der durch die Rivalta- 
Reaktion klassifizierten inneren Ergiisse 


Von 
I. Berkes, D. Devié-Mikae und V. Karas 


Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie, Medizinische Fakultiit der Universita 
Zagreb und dem Chemischen Laboratorium der internen Abteilung, Allgemeines Krankenhau 
N.H. Dr. M. Stojanovié, Zagrelb 


(Der Schriftleitung zugegangen am &, Oktober 1953) 


Die Verfahren zur Eiwei8trennung mittels der Papierelektrophorese! sinc 
auf die Analyse des Serums und entsprechend auf andere 48°, EiweiB enthaltende 
Lésungen zugeschnitten. Von klinisch-diagnostischem Interesse jedoch ist auch 
die Untersuchung der EiweiBkomponenten im Urin, Cerebrospinal-Liquor, Ascites 
und anderen Gewebsfliissigkeiten mit niedrigerem EiweiBgehalt. Fiir diese Analysen 
muBte man die verdiinnten KiweiBlésungen bis auf 1/,, einengen, was durch Osmose 
gegen eine konzentrierte Gummiarabikum- oder Polyvinyl-pyrrolidon-Lésung 
erreicht wurde?. Auch Trocknen im Vakuum iiber wasserentziehenden Mitteln, 
Ultrafiltration’ und Ausfallen mit Aceton* bei — 5°C ‘wurden angewandt. Bei 
diesen umstandlichen und zeitraubenden Methoden besteht noch die Gefahr. 
einen Teil der EiweiB-Substanz zu verlieren. Wir konnten, wie schon berichtet’, 
ohne vorangehende Konzentrierung Urin-EiweiBSfraktionen elektrophoretisch be- 
stimmen. Dabei fanden wir im Harn von Kindern mit genuiner Nephrose dieselben 
EiweiBanteile wie im Blutserum. Das Gesamteiwei8, in verschiedenen Fallen im 
Harnalbuminometer nach Esbach bestimmt, schwankte zwischen 1—20g °/¢,. 

Um die Anfarbung einzelner Fraktionen zu erzielen, ist es notwendig, aut 
den Papierstreifen wenigstens 0,7 bis 1 mg EiweiB aufzutragen. Wenn die Losung 
diese EiweiBmenge in 0,1 bis 0,2 ccm enthalt, kann die Analyse auch ohne voran- 
gehende Konzentration ausgefiihrt werden. Dieses ist das maximale Fliissigkeits- 
volumen, welches auf einen 4 cm breiten Papierstreifen aufgetragen werden darf, 
um wahrend der Elektrophorese eine zu starke Diffusion zwischen den einzelnen, 
den Fraktionen entsprechenden Zonen, verhiiten zu kénnen. 


In Fortsetzung dieser Arbeitsweise untersuchten wir die folgenden 
kergiisse : 

a) Bauchhéhlenergiisse: Ascites verschiedener Atiologie sowie Ex- 
sudate bei Peritonitis, Cyrrhosis und malignen Tumoren (Ca. uteri, Ca. 
ovarii, Ca. ventriculi, 

b) Pleuralergiisse (Pleuritis exsudativa, Carcinoma pleurae). 

Obwohl schon friither die Frage nach der Ursache der Viskositats- 
unterschiede bei den inneren Ergiissen aufgeworfen wurde®, konnte 
bisher noch nicht geklirt werden, von welchen chemischen Verbindungen 
die Rivalta-Reaktion abhiangig ist, welche bekanntlich neben dem 
spezifischen Gewicht und dem Eiweifgehalt als Kriterium zur Unter- 
scheidung von Exsudaten und Transsudaten dient. 


1 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. Med. Wschr. 76, 335 
[1951]; F. V. Flyn u. P.de Mayo, Lancet 1951, Aug. 11, 235. 

2-H. Esser, F. Heinzler u. H. Wild, Klin. Wschr. 30, 228 [1952]. 

3-H. Esser u. F. Heinzler, Klin. Wschr. 30, 600 [1952]. 

4 Th. Biicher, D. Matzelt u. D. Pette, Klin. Wschr. 30, 325 [1952]. 

5 V. Karas u. I. Berke’, Acta pharmac. jugosl. 3, 103 [1953]. 

6 P, Caselli, Riv. Ist. sieroterap. ital. 27, 196 [1952]; B. Brecelj in M. 
Samec, Acad. Scient. & Art. Slov. Class. IIT, Ser. A, Diss. 111, 7 [1951]. 
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Ergebnisse und Besprechung 
I. Physikalisch-chemische Eigenschaften der inneren Ergisse 


Die Proben der durch Punktion gewonnenen inneren Ergiisse* wurden auf 
Grund der erwahnten Kriterien in Exsudate und Transsudate aufgeteilt. 

1. Die Rivalta-Probe wurde durch Eintropfenlassen der zu untersuchenden 
Fliissigkeit in 0,05-proz. Essigsiure ausgefiihrt; sie galt als positiv, wenn der ein- 
fallende Tropfen eine noch eben sichtbare Triibung erzeugte’®. 

2. Das spezif. Gewicht wurde mit einem Ariometer bestimmt. 

3. Die GesamteiweiBmenge wurde parallel, nach Kjeldahl, mit der Biuret- 
RKeaktion, photometrisch und durch Bestimmung des Niederschlagvolumens 
nach Esbach kontrolliert. 

Die Elektrophorese erfolgte in feuchter Kammer? mit 0,02 bis 0,06 ccm 
frischen Punktats, auf Whatman-Nr. 1-Papierstreifen 44 x 4cm, mit 2 V/em 
wihrend 18 Stunden. Die Streifen waren mit m/25-Phosphatpuffer (Na,HPO, 
+ NagPO,), py 9,2, angefeuchtet. Zur Anfarbung diente eine 0,05-proz. Brom- 
phenolblaulésung mit Sublimat und Essigsiure, zur Entfairbung der eiweibfreien 
Stellen 0,5-proz. Essigsiure!®, 

Die angefairbten Streifen kénnen nach den Fraktionen aufgeschnitten, mit 
0,01-n. Natronlauge ausgelaugt und mit dem Pulfrichschen Stufenphotometer 
(S57) quantitativ ausgeywertet werden. Wie eine systematische Analyse von 
10—30 statistisch behandelter Parallelbestimmungen zeigte, ist diese einfache 
Farbungsweise ohne Anwendung von Multiplikationsfaktoren fiir Globulin- 
fraktionen zu verwenden?!!, 

Gleichzeitig mit dem Punktat wurde in einigen Fallen entweder 
das Serum oder das Plasma von demselben Patienten untersucht. Die 
Ergebnisse der Elektrophorese zeigen ohne Ausnahme, dal} kein quali- 
tativer Unterschied zwischen den Transsudaten bzw. den Exsudaten 
und dem entsprechenden Plasma besteht, daB sich also in den Exsudaten 
und Transsudaten dieselben EiweiSfraktionen wie im Plasma finden, 
obwohl die Gesamtmenge kleiner (1,1—1,6°%) und die relativen prozentu- 
alen Anteile verschieden sind. 

Diese quantitativen Unterschiede wechseln bei allen Fraktionen. 
Die Kapillarwiinde der Blut- und Lymphgefibe zeigen eine selektive 
Durchlassigkeit je nach dem kolloiden Zustand einzelner Eiweib- 
molekiile: Albumine und y-Globuline treffen wir fast in demselben 
Verhiltnis wie im Plasma, die x,- und g-Komponenten™ sind dagegen 
etwas erhdht. Auffallend ist die relative Erhéhung der «,-Gobuline. 
Der Gehalt an «,-Gobulinen ist fast in allen Ergiissen relativ groBer als 
die  -Globulinmenge, aber ohne Ausnahme hoher als die Relativ- 
prozente der «,-Globuline im normalen Plasma (s. Abb. 1 u. Tab. 1). 


Dieselbe Erscheinung hatten wir schon bei allen uns zuganglichen Fallen 
genuiner Nephrose bei Kindern beobachtet®, wo die glomerulare Durchlassigkeit 
der Nieren die gleiche Selektivitat aufweist. 


7 Das Krankengut entstammte dem Allgem. Krankenhause N. H. Dr. M. 
Stojanovic, Zagreb. 

8 L. Hallmann, Klin. Chemie u. Mikroskopie, Thieme-Verlag 1952, S. 138. 

9 I. Berkes u. V. Karas, Arhiv kem. 24, 73 [1952]. 

10H. G. Kunkel u. A. Tiselius, J. gen. Physiol. 35, 89 [1951]. 

11 §. Berke3, B. Straus u. M. Figer, Arhiv kem., 1953, im Druck. 

12 T. Berke’ u. V. Karas, Biochem. Z. 324, 499 [1953]. 
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Abb. 1. Elektrophorese-Diagramm 

einer Transsudatfliissigkeit. Schon 99 

am Papierstreifen ist die Zone des 

«,-Globulins deutlicher bemerkbar 
als diejenige des «,-Globulins. 
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Der Gehalt an f-Globulinen ist dagegen relativ geringer geworden. 
Von allen erwihnten Unterschieden bei den EiweifSstoffen in den Er- 
giissen wire das Zuletzterwaihnte die glaubwiirdigste Bestitigung der 
Theorie der selektiven Durchlissigkeit, wenn diese Anschauung rein 
mechanistisch dargestellt wird. Die S-Komponente enthalt das #,- 
Lipoprotein, den Riesen unter den Serumglobulinen (1,3 x 10$). 


II. Uber das Wesen der Rivalta-Reaktion 


Die Auswertung der Ergebnisse der Tab. 1 fiihrte wieder zu der 
Frage nach dem Wesen der Rivalta-Reaktion. Wir sahen zwei Moglich- 
keiten : 

1. Der die Rivalta-Reaktion vérursachende Stoff ist ein Protein 
mit derselben Beweglichkeit wie eine typische EiweiSfraktion. Der 
Anteil dieser Fraktion wire also nach Ausfiihrung der Rivalta-Fallung 
entsprechend erniedrigt. 

2. Bei der Rivalta-Reaktion wird kein Protein oder Proteid gefallt; 
deshalb entsteht kein qualitativer oder quantitativer Unterschied in 
den Elektropherogrammen der Exsudate vor und nach der Reaktion. 

Um die Entscheidung herbeizufiihren, untersuchten wir 3 Falle von 
ausgesprochen exsudativem Charakter. Obwohl wir in allen Fallen 
analoge Analysenergebnisse erhalten konnten, fiihren wir die Resultate 
nur eines Falles tabellarisch an, da uns bei den anderen leider ungentigend 
Material zur Wiederholung der Versuche zur Verfiigung stand. 

Fiir die im folgenden beschriebenen Versuche wurde eine Patientin (V. E., 
49 J., Carcinoma uteri) gewahlt, von der Punktat in einer fiir alle Proben aus- 
reichenden Menge gewonnen werden konnte. Die Elektrophorese der frischen 
Exsudatfliissigkeit mit stark positiver Rivalta-Reaktion, auch bei Verdiinnung 
mit Wasser 1:5, ergab ebenso wie die EiweiBbestimmungen nach Kjeldahl 
und mittels der photometrischen Biuretreaktion* vor der Rivalta-Fallung und 
nachher in der klaren Fliissigkeitsschicht tiber dem Niederschlag dieselben EiweiB- 
werte. Die Rivalta-Fallung und die obigen Analysen wurden sowohl mit 10 cem 
verd. Essigsiure auf 10 ccm Exsudat (1:1), als auch mit 5ccm Essigséure auf 
10 ccm Exsudat (1:2) mit dem gleichen Ergebnis unternommen. 


* Diese Analysen wurden im klaren Zentrifugat erst 24 Stdn. nach der 
Fallung ausgefiihrt. 
10 
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Niederschlag lieB sich in 3 cem Phosphatpuffer (py 9.2, m/25) leicht peptisieren. 
Von dieser Lésung wurden zur Elektrophorese 0,08 ccm auf einen 4 cm breiten 
Papierstreifen aufgetragen. Die Anfarbung mit Bromphenolblau zeigte einen 
kaum bemerkbaren Fleck, dessen Beweglichkeit jener zwischen den «,- und a,- 
Globulinen entsprach. Zur Bestimmung nach Kjeldahl wurde der durch Zentri- 
fugieren abgeschiedene Niederschlag vor der Veraschung 3-mal mit verd. Essig- 
siure ausgewaschen. Die Ergebnisse zeigt Tab. 2. 


Tab. 2. Analvsenergebnisse vor und nach der Rivalta-Fallung. 




















| Elektrophorese Kjeldahl |Biuret 
Exsudat 
| A ‘ »| Ble | » g g° 
Natives | 42 7.4 | 9.7 | 10,5 | 5.1 | 25,2 31 | 3.1 
Zentrifugat L: i 42 8,0 | 10,0 | Bio | Bap 3.1 t ol 
Zentrifugat 1:2  ! 41,8 7.4 9.9 0. 9 5.6 | 24.6 3,1 3,1 
Niederschlag | Spuren | i. O15 | 


Die vergleichenden Analysen des nativen Punktates, des klaren 
Zentrifugates und des peptisierten Niederschlages beweisen, daB bei 
der Rivalta-Probe ein eiweibfreier Niederschlag gebildet wird. Auf 
Grund der -Kolloideigenschaften und von Literaturangaben, lag die 
Annahme nahe,.daB es sich um Hyaluronsiure handeln kénnte. 

Dieselbe wurde schon im Exsudat eines malignen Pleuratumors gefunden!®. 
Campani™ und andere! »!® haben bewiesen, da die Ergiisse exsudativen 
Charakters im allgemeinen viskoser als die Transsudate sind. Die Viskositaét wird 
durch den Zusatz von Hyaluronidase, einem spezifischen, die Hyaluronsiure 
depolymerisierenden Enzym*, herabgesetzt und umgekehrt, den Transsudaten 
werden durch Zusatz von Hyaluronsiure (0,1—1: 1000) die Viskositaéts- und 
Fallungseigenschaften der Exsudate verliehen®. 


- TI. Die Verteilung 
der Rivalta-Aktivitét im Eiwei’-Elektropherogramm 


Einige italienische Autoren geben an, dais man mit der elektro- 
yhoretischen Methode die Hayluronsiure nicht isolieren kann?}*, sogar 
J : >) oo 
die qualitative Registrierung mit der Schlierenmethode nach Tiselius- 
Svensson ist nicht gelungen’’. Andere dagegen heben hervor, dab 
die Hyaluronsiure selbstiindig ohne Proteinkomponente wandert*. 

Zur Feststellung der Verteilung der Rivalta-Aktivitét zwischen 
den elektrophoretischen Fraktionen gingen wir wie folgt vor: 

13 K. Mever u. E. Chaffee, J. biol. Chemistry 138, 83 [1940]. 

14 M.Campani, Arch. ital. med. sper. 10, 305 [1942]. 

1 M.Campani u. P. Schlechter, Policlin. Sez. Med. 54, 189 [1947]. 

16 A,Caputo, Lo Speriment. 99, 571 [1949]. 

17 C,Cutinelli, Riv. ist. sieroterap. ital. 26, 17 [1951]. 

18 G, Blix, Acta physiol. scand. 1, 29 [1940]; O. Schiirch, G. Viollier u. 
H. Siillmann, Schweiz. Med. Wschr. 80, 711 [1950]. 

* DaB auch die Chondroitinschwefelsiure von der Hyaluronidase hydroly- 
siert werden kann, siehe K. Meveru. M. M. Rapport, Arch. Biochemistry ahs 
287 [1950]; Science [W ashington | 113, 506 [1951]. 
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Der durch Zentrifugieren gewonnene schwach gelbliche, konsistent-gallertige 
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Auf einem 8—10 cm breiten Streifen, um wenigstens 0,2 ccm Exsudat appli- 
zieren zu kénnen, wurde die Aufteilung unter denselben Spannungsverhiltnissen 
wie oben beschrieben, durchgefiihrt. Nach der Stromunterbrechung wurden die 
Streifen in 1 cm breite, vorgezeichnete Querbander zerschnitten. Zur richtigen 
Kinsetzung der Rivalta-aktiven Stellen in das EiweiBspektrum wurde vorher 
ein schmaler Streifen langs des Papierstreifens abgeschnitten und normal mit 
Bromphenolblau angefarbt. Die noch feuchten Papierbinder wurden der Ordnungs- 
zahl nach in Zentrifugierrdhrchen gelegt und 0,2 ccm dest. Wasser zugesetzt. 
Nach dem Zentrifugieren (15 Min. bei 4000 U/Min.) fand man in der Spitze von 
jedem Rohrchen einige Tropfen der Fraktionsanteile mit Puffer und Wasser ver- 
diinnt. Dieselben wurden der Reihe nach qualitativ auf die Rivalta-Reaktion 
gepriift. 




















15 0 8 0 Bb 0 % 
Abb. 2. Elektrophorese-Diagramm einer Exsudatfliissigkeit. Die gestrichelte 
Linie gibt den Bereich der Rivalta-Aktivitaét an. 


Die Probe war positiv in den Papierabschnitten vor und dicht hinter 
der rascher wandernden Albumingrenze. Eine schwiichere Reaktion 
zeigte der schmale Anteil zwischen den Globulinfraktionen «, und a 
(Abb. 2). 


Es sei bemerkt, daB eiektrophoretisch schon friiher gezeigt wurde, daB neutrale 
Serum-Glykoproteide (Seroglykoid und Globoglykoid) sich genau mit denselben 
Fraktionen bewegen, wie wir oben fiir die Rivalta-aktive Substanz, vermutlich 
Hyaluronsiure, gefunden haben!*. Neutrale Glykoproteide werden aber mit 
Essigsiure nicht gefallt und geben somit auch keine Rivalta-Reaktion. Sie sind 
fest an ihren EiweiBanteil gebunden, wovon sie erst durch alkalische Hydrolyse 
gespalten werden kénnen?°, 


IV. Chemische Analyse des Rivalta-Niederschlages 
d rn f=) 


110 cem Exsudatfliissigkeit wurden mit 110 cem 0,05-proz. Essigsiure ver- 
setzt und 24 Stdn. bei 0° dem Absetzen iiberlassen. Der entstandene gelartige 
Niederschlag wurde durch Zentrifugieren abgeschieden, zweimal mit verd. Essig- 
siure ausgewaschen und mit 10 cem n-HCl 3 Stdn. im siedenden Wasserbade 
unter RiickfluB hydrolysiert. Die Probe wurde in zwei Halften geteilt. 

In der ersten Halfte wurde das Hexosamin (wahrscheinlich Glucosamin) 
nach Sorensen?! bestimmt. Die Methode beruht auf der Einwirkung von 


19 J,Mehl u. F. Golden, J. clin. Invest. 29, 1214 [1950]. 
20 B. Flaschentrager, Physiol. Chemie, I. Band, Springer-Verlag 1951, 
S. 763. 
21 M. Sorensen, (. R. Trav. Lab, Carlsberg, Ser. Chim. 22, 487 [1938]. 
10* 
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p-Dimethylamino-benzaldehyd auf acetylierte Hexosamine, welche beim Kochen 
mit Acetylaceton entstehen; die Intensitaét der entwickelten Rotfarbung ist der 
Konzentration des Hexosamins proportional. Eine empirische Kurve zur photo- 
metrischen Ablesung wurde auf Grund einer Reihe von Versuchen mit reinem 
Glucosamin-Hydrochlorid geeicht. 

In der zweiten Halfte wurde die Glucuronsiure nach Tanabe™ bestimmt. 
Aus dem Hydrolysat wurde das durch Erhitzen mit Salzsiure aus Glucuronséure 
entstandene Furfurol abdestilliert und jodometrisch titriert. Die Analysen- 
ergebnisse wurden in beiden Fallen in mg®,, gewonnen und in Milliiquivalente 
umgerechnet : 





| mg”, |mAquiv. 





1. Hexosamin-HCl | 15,0 
2. Hexosamin 12,6 0,0704- 
3. Glucuronsaure 13,0 0,0711 


Das Hexosamin befindet sich demnach im Hydrolysat in aqui- 
molekularem Verhiltnis zur Glucuronsiiure, wie es auch in der Hyaluron- 
siure der Fall ist 2; deren Anwesenheit in Exsudaten wurde schon friiher 
bewiesen (Schiirch und Mitarbb., |. c.18). 


Zusammenfassung 


1. Die papierelektrophoretische Aufteilung der EiweiBstoffe von 
Exsudaten und Transsudaten ohne vorangehende Konzentration wird 
beschrieben. 

2. Alle Fraktionen des Blutplasmas, das Albumin und die a-, a,-, 
p-, y- und y-Globuline, werden im elektrophoretischen Bild von Ex- 
sudaten und Transsudaten angetroffen. 

3. Eine selektive Durchlassigkeit fiir Globulinfraktionen in die 
inneren Ergiisse wird beobachtet, und zwar eine erhéhte fiir «,- und 
eine verminderte fiir die 6-Globuline. 

4. Bei der Rivalta-Reaktion wird kein Protein, sondern ein saures 
Mucopolysacharid — wahrscheinlich Hyaluronsiure — gefallt. Von den 
aus dem Papierelektropherogramm isolierten Fraktionen zeigten sich 
nur jene Rivalta-aktiv, welche sich vor und mit der Albuminfront be- 
wegen, sowie ein schmaler Anteil zwischen den a,- und @-Globulinen. 

5. Im Hydrolysat des Rivalta-Niederschlages fanden sich Hexo- 
samin und Glucuronsaure in aiquimolekularem Verhiltnis. 

22 Y.Tanabe, J. Biochemistry [Tokyo] 27, 251 [1938]. 

3K. Meyer, E. Smith u. M. Dawson, J. biol. Chemistry 128, 319 [1939]. 








